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Résumé

L’angiooedème (AO) en absence d’allergie représente encore un paradoxe

médical. Cette réaction inflammatoire locale se manifeste sous fonne d’enflures aux

niveaux facial, laryngé, génital, nitra abdominal ou encore aux extrémités comme les

pieds et les mains. L’AO représente un danger pour la vie si sa localisation implique les

voies respiratoires supérieures, principalement le larynx, pouvant provoquer l’asphyxie.

II existe deux types d’AO: les formes héréditaires et les formes acquises. Le type

héréditaire est dû à un déficit génétique de nature quantitative ou qualitative de l’inhibiteur

de Cl (Cl-INH) serpine dont le double rôle physiologique est de contrôler l’activation du

complément et du système de contact du plasma. Les AO de nature acquise sont de trois

types: associé à un désordre lymphoprolifératif avec consommation du Cl INH, de nature

médicamenteuse secondaire à la prise d’oestrogènes ou d’inhibiteurs de l’enzyme de

conversion de l’angiotensine et enfm de nature idiopathique.

Notre projet de maîtrise s’inscrit dans le contexte des travaux du laboratoire

consacrés aux rôles des kinines dans la physiopathologie des différents types d’AO.

Nous avons étudié le rôle de ces dernières dans les AO acquis associés à la prise

d’oestrogènes. Ainsi, nous avons défini le métabolisme des kinines dans des

échantillons de plasma prélevés chez des patientes ayant présenté des épisodes d’AO

lors de la prise de la pilule contraceptive. Pour ce faire, nous avons appliqué une

méthodologie développée au laboratoire et nous avons complété cette approche par le

dosage de différentes peptidases impliquées dans le métabolisme des kinrnes.

Ces investigations au niveau plasmatique ont été complétées par le dosage et

la caractérisation des kinines dans des échantillons d’urine prélevés après un épisode

aigu d’AO ainsi que dans l’urine d’un groupe témoin.

En parallèle, nous avons développé une approche par PCR en temps réel

pour le dosage de l’ARNm de l’APN, la DPPIV et la kallicréine glandulaire dans les

tissus oropharyngés, siège d’une forme mortelle d’AO.

Ainsi, malgré l’absence de données concluantes quant au métabolisme des

kinines plasmatiques, leur excrétion urinaire ainsi que la régulation de certains

constituants du système kallicréines-kinines, l’analyse de ces résultats permettra de

mieux comprendre le rôle joué par les kinines dans la physiopathologie de l’AO et de

poursuivre davantage la recherche dans ce domaine.

Mots-clés: angiooedème, kinines, oestrogènes, métabolisme
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Summary

The pathophysiology of angioedema (AE) is stiil poorly understood in the

medical community. This local inflammatory reaction refers to an abrupt swelling of

the face, larynx, genital parts, gastrointestinal tract, hands or feet. AE can be life

threatening if it occurs in the upper-airways, particularly at the larynx, where it can

induce asphyxia.

There are acmally two types of AE: hcreditary AE (HAE) and acquired AE

(AOE). The hereditary form is caused by inherited or acquired deficiencies of Cl -

inhibitor (Cl -1NH) that has biologic roles in the confrol of the complement activation

and the contact system activation. The acqufred form can be classified in three types:

ME associated with a lymphoproliferative disorder, AE caused by medication such as

estrogen treairnent and angiotensin-converting enzyme inhibitors or idiopathic AE.

This study is a continuation of the previous works done at our laboratory that

had the objective to understand the role of kinins in the physiopathology of AE,

specifically the estrogen-dependent form. Therefore, we have defined the kinins

metabolism in plasma samples collected from patients who had developed an AE on

oral contraception treatment by using a method previously developed in our

laboratory, completed by the activity measurement of the peptidases responsible of

the kinins metabolism.

These plasma investigations have been completed by the characterisation of

kinins in urine samples collected from patients who had developed an acute AE and

compared with urine collected from a control group.

We have also developed a real-time PCR method for the assessment of the

RNA expression of APN, DPPIV and glandular kallikrein in oropharyngeal tissues,

implicated in the gravest clinical forms ofAE.

Despite the non conclusive results related to the plasmatic kinins metabolism,

their urinary excretion as well as the RNA expression of some of the kallikreins

kinins system components, tins study will allow in a certain manner a better

understanding of the role of kinins in the physiopathology of AE and to continue

research smdies in this medical domain.

Keewords: angioedema, kinins, estrogen, metabolism
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INTRODUCTION

L’angiooedême (AO) demeure une affection inflammatoire très peu comprise

par les spécialistes de la santé au niveau physiopathologique, et ce malgré sa

première description qui date de plus de 130 ans. Des progrès ont toutefois été

réalisés dans la compréhension de cette maladie, particulièrement sur l’aspect

génétique qui constitue la forme la plus fréquente d’AO (AO héréditaire ou AOH),

mais également au niveau de l’AO acquis (AOA) qui peut être induit par la prise de

certains médicaments, tels que les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de

l’angiotensine (iECA), ou par la prise d’oestrogènes. On a alors démontré que les

kinines, puissants autacoïdes inflammatoires incluant la bradykinine (BK), étaient

impliquées dans la physiopathologie de Ï’AO, bien que leur rôle exact demeure à être

défini.

Ce travail de maîtrise s’intéresse à trois aspects principaux: (1) le

métabolisme des kinines dans l’AO acquis associé à la prise d’oestrogènes, (2)

l’excrétion des kinines urinaires pendant et après un épisode aigu d’AO, et (3)

l’expression et la régulation de certains composants du système kallicréines-kinines

au niveau oropharyngé.

I Le système kallicréines-kinines

Le système kallicréines-ldnines constitue une cascade métabolique menant à

la génération de peptides pro-inflammatoires tels que la BK. Les premières

investigations sur l’identification de ce système date du début du siècle dernier avec

la découverte d’une substance thermolabile et non dialysable provenant de l’urine

qui, lorsque administrée de façon intraveineuse, produisait une hypotension artérielle

prolongée chez le chien (Abelous et Bardier, 1909). Depuis, Frey et collaborateurs

ont associé cette substance à une hormone excrétée dans l’urine qui affecte les

vaisseaux sanguins et la circulation, et l’ont nommé Kreislatfhormon qui signifie

«hormone circulante » en allemand (Frey et Kraut, 1926 et 192$; Kraut et al, 192$).

À la recherche de l’organe qui sécrète cette présumée hormone, Kraut, Werle et

collaborateurs identifièrent une substance similaire dans le pancréas (Kraut et al,

1930) et dans le sang (Kraut et al, 1933; Werle, 1936). La substance était présente
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sous forme inactive dans les deux organes et pouvait être activée sans difficulté. Ils

présumèrent ainsi que celle-ci dérivait du pancréas et la nommèrent «kallicréine »,

du mot kaÏÏikreas qui signifie pancréas en grec (Kraut et al, 1930). Ce choix de nom

peut paraître inapproprié puisque les différentes kallicréines ne sont ni identiques, ni

originaires d’un même précurseur (Werle, 1970). Elles sont toutefois des protéases à

sérine possédant des similarités importantes.

Au début de 1930, Werle et collaborateurs ont rapidement découvert la

plupart des composants du système kallicréines-kinines connus jusqu’à maintenant.

En moins de vingt ans, ils ont caractérisé les kallicréines dans plusieurs

compartiments corporels, soit le pancréas, l’urine, le sang et les glandes salivaires,

mais aussi dans l’intestin, les poumons, le cerveau et les terminaisons nerveuses

(Frey et al, 1950; Schachter, 1969; Werle, 1960; Werle, 1970). En 1937, ils ont

démontré que les kallicréines relâchaient, à partir d’un précurseur protéinique dans le

plasma, une substance capable de contracter des préparations de muscles lisses isolés

(Werle et ai, 1937). Celle substance fut nommée «darmkontrahierende Substanz»

ou substance DK, qui signifie «substance contractile des intestins » puisqu’elle était

capable de contracter une partie d’iléon isolé de cochon. En 1939, Werle et Gmnz

ont montré que la substance DK diminuait la pression artérielle et que la cystéine

potentialisait cette action in vitro et in vivo en prévenant sa dégradation enzymatique

(Werle et Grunz, 1939). Cette démonstration de libération de la substance DK par la

kallicréine précédait de deux ans la preuve que la rénine possède sa propre action

hypertensive en libérant un peptide à partir d’un substrat dans le plasma (Braun

Menedez et al, 1940; Page et Helmer, 1940). La substance DK changea de terme en

194$, lorsque Werle et Berek recommandèrent de la renommer «kallidine» (KD),

alors que son précurseur, le substrat de la kallicréine, fut connu sous le nom de

«kallidinogène » (Werle et Berek, 1948).

Suite à ces travaux, Rocha e Silva et collaborateurs ont décrit la libération

d’un peptide actif lors de l’incubation de globulines du plasma avec de la trypsine ou

avec du venin de serpent, le Borthrops jararaca (Rocha e Sylva et ai, 1949). Ce

peptide actif fut nommé bradykinine (BK) à cause de son action pharmacologique

lente, surtout au niveau de la contraction du muscle lisse (en grec, brady signifie lent

et kinine signifie mouvement). Il est depuis évident que le système trypsine

bradykininogène-bradykinine est similaire au système kallicréine-kallidinogène

kallidine.
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En 1954, Schachter et Thain ont introduit le terme ldnine puisqu’il

apparaissait indéniable pour eux, après une comparaison directe, que la KD et la BK

appartenaient à la même famille de peptides ($chachter et Thain, 1954). Les kinines

sont libérées à partir d’un substrat plasmatique par les kallicréines, la tiypsine, le

venin de serpent et possiblement par d’autres protéases (Holdstock et al, 1957;

Schachter, 1956 et 1960). En 1962, Bhoola et collaborateurs ont introduit le terme

kininogénase comme nom générique pour toutes les enzymes qui libèrent les kinines

et le terme kininogène pour le substrat (Bhoola et al, 1962). Depuis, le vocable

kininogénase inclut les kallicréines, la tlypsine, le venin de serpent et les autres

enzymes responsables du métabolisme des kinines par la protéolyse du kininogène.

Il a été démontré que les niveaux de kallicréine sont plus faibles chez les

patients qui souffrent de certaines maladies telles que l’hypertension, et les maladies

cardiovasculaires ou rénales (Chao et Chao, 2005). Le système kallicréines-kinines

exerce plusieurs effets incluant l’inhibition de l’apoptose, l’inflammation,

l’hypertrophie et la fibrose ainsi que l’augmentation de l’angiogénèse et la

neurogénèse dans le coeur, le rein, le cerveau et les vaisseaux sanguins (Chao et

Chao, 2005). De plus, l’administration exogène de kallicréine provoque une

élévation des niveaux de monoxyde d’azote (NO) en plus de diminuer les niveaux de

cytokines pro-inflammatoires, l’activité de la NAD(P)H oxidase et la formation de

superoxide. Ces résultats suggèrent donc un rôle nouveau pour le système

kallicréines-kinines via ses effets anti-inflammatoires. Ce système pourrait alors

s’avérer une cible pharmacologique intéressante dans la prévention et le traitement

de l’insuffisance cardiaque, les dommages vasculaires, les maladies rénales de stade

avancé ainsi que les accidents vasculaires cérébraux (AVC) (Chao et Chao, 2005;

Marcondes et Antunes, 2005).

1. Les kallicréines

Tout comme l’élastase, la thrombine, la plasmine, la chymotiypsine et la

trypsine, les kallicréines sont des protéases à sérine. Elles sont donc caractérisées par

un résidu sérine et la séquence adjacente d’acides aminés, glycine-acide aspartique

sérine-glycine (Gly-Asp-Ser-Gly), dans leur site catalytique actif (Neurath et al,

1967). Avec des résidus histidine (His) et acide aspartique (Asp), il se forme une
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triade (généralement His41 -Asp95-Seri 89) qui constitue, dans la configuration spatiale

appropriée, la triade catalytique nécessaire à l’activité des protéases à sérine. Les

kallicréines glandulaires (tissulaires) et piasmatique sont les deux kininogénases les

plus connues, bien qu’elles diffèrent significativement par leur poids moléculaire,

leur spécificité de substrat, leurs caractéristiques immunologiques, la structure des

gènes, et le type de kinines libérées (Yousef et Diamandis, 2001). La forme

tissulaire sera décrite de façon plus détaillée étant donné que son étude fait partie de

ce projet de maîtrise.

1.1 Les kallicréines glandulaires

1.1.1 Caractéristiques générales

Jusqu’à récemment (1998), on croyait que le locus du gène de la kaliicréine

humaine était constitué de trois gènes: la kallicréine rénale/pancréatique (KLK1), la

kailicréine glandulaire (KLK2) et l’antigène spécifique à la prostate (PSA) (KLK3),

tous situés au locus 19q13.3-q13.4 du chromosome 19 (Evans et ai, 198$; Richard et

al, 1991; Riegman et ai, 1989 et 1992; Qm et al, 1991; Yousef et ai, 2005, Diamandis

et ai, 2000). L’intérêt majeur des deux dernières kallicréines repose sur ieur

expression très restreinte dans ies tissus, soit principaiement la prostate, ce qui les

qualifie d’excellents biomarqueurs pour les maladies de la prostate comme le cancer

(Wang et ai, 1977,1979 et 1981; Papsidero et al, 1980; Rittenhouse et ai, 1998). Ii

fut découvert que ia kailicréine giandulaire n’était pas codée uniquement par trois

gènes, mais bien par 15 différents gênes, possédant tous une certaine homologie

(Yousef et ai, 2005). Ce mémoire portera uniquement sur la kallicréine

rénale/pancréatique humaine (codée par le KLK1) puisqu’elie est la seule kailicréine

à posséder une activité kininogénase. À des fins pratiques, elle sera désignée sous le

terme de « kallicréine glandulaire > (KG).

L’expression de la KG chez l’humain est pius éievée dans le pancréas, les

reins et les glandes saiivaires (fukushima et al, 1985), et elle est également exprimée

à plus faible niveau dans d’autres tissus teis que les glandes sudoripares, les intestins,

le système nerveux central, le coeur, l’utérus, la prostate, les testicules, les seins et le

placenta (Bhoola et ai, 1992; Yousef et Diamandis, 2001). Elle possède un poids

moléculaire se situant entre 25 et 45 kilodaitons (kDa).
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La régulation de la synthèse de la KG fut analysée chez différentes espèces

animales, et il a été montré que celle-ci n’était pas directement régulée par les

androgènes, ni dans les glandes salivaires, ni dans le rein (Clements et al, 1990; Van

Leeuwen et al, 1986 et 1987; Clements et ai, 1988; Penschow et al, 1991). Elle n’est

pas non plus contrôlée par l’hormone thyroïdienne et les résultats portant sur la

régulation par les minéralocorticoïdes sont non concluants (Miller et al, 1984 et

1985). Par contre d’autres données suggèrent une régulation transcriptionnelle

positive de la KG par les oestrogènes (Clements et ai, 1986 et 1989) et par la

dopamine dans l’hypophyse du rat (Pritchett et Roberts, 1987). La démonstration

que l’expression de la KG dans l’endomètre chez la femme est plus élevée au milieu

du cycle menstruel constitue également une preuve d’une régulation à la hausse par

les oestrogènes dans ce tissu (Clements et al, 1994).

L’activité enzymatique de la KG peut être inactivée par différents inhibiteurs

de protéases à sérine, tels que l’aprotine (Margolius, 1996) et la kallistatine (Zhou et

ai, 1992).

La KG libère la lysine-bradykinine (kallidine ou KD) à partir du kininogène

de faible poids moléculaire (KFPM) (Yousef et al, 2001). Toutefois, on suppose que

les rôles fonctionnels de cette enzyme pourraient être spécifiques selon le type de

cellules puisque la KG possède une expression variable dans les tissus (Bhoola et al,

1992; Schachter, 1980). Outre son activité kminogénase, la KG joue un rôle dans la

synthèse de certains facteurs de croissance telles que le NGF (facteur de croissance

nerveux) et l’EGF (facteur de croissance épidermique) étant donné sa présence dans

l’hypophyse, le pancréas et d’autres tissus (Bhoola, 1971; Bothwell et al, 1979;

Mason et al, 1983). La KG influence aussi l’activité de plusieurs protéines et

enzymes (Bhoola et al, 1992). En effet, ii a été démontré que la kallicréine

pancréatique pouvait cliver la pro-insuline pour former la molécule active (01e-

Moiyoi et ai, 1979). De plus, la KG joue un rôle dans l’hydrolyse de la lipoprotéme

de faible densité (Cardin et ai, 1984), le précurseur du facteur natriurétique (Currie et

al, 1984), la prorénine ($ealy et al, 1978; Derkx et al, 1979 et 1987),

l’angiotensinogène (Arakawa et Maruta, 1980), le peptide vasoactif intestinal (Mutt

et Said, 1974), et la procollagénase (Eeckhout et Vaes, 1977). Son pouvoir

kininoformateur reste cependant sa fonction principale, connue à ce jour.
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1.1.2 La kallicréine rénale

La kallicréine rénale est impliquée dans le contrôle du débit sanguin rénal, la

balance hydrique et électrolytique, et dans la pathophysiologie de l’hypertension et

d’autres maladies comme le diabète (Chao et Chao, 2005). L’ARNm de la

kallicréine a été localisé au niveau du tubule distal cortical, ce qui en fait la région

responsable de la synthèse de la kallicréine rénale (Fuller et al, 1986). Les

concentrations de kallicréine rénale sont modulées positivement par plusieurs

facteurs incluant la balance sodique (Margolius et al, 1974) et certaines hormones

telles que la rénine (Ura et al, 1983), la vasopressine (Fejes-Toth et al, 1980) et les

prostaglandines (PG) (Chapman et aI, 1986).

À la suite de nombreuses investigations, il a été démontré que les systèmes

kallicréines-kinines, rénme-angiotensine ainsi que celui des prostaglandines

interagissent au niveau du rein et sont intimement impliqués dans le contrôle du débit

sanguin rénal. En effet, l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) inactive la

BK, mais est aussi responsable de la synthèse de l’angiotensine ii à partir de

l’angiotensine I (Fuller et al, 1986). De plus, les ldnines peuvent induire la libération

des PGE2 dans le rein via l’activation de la phospholipase A2 (PLA2) (McGiff et ai,

1972). Ainsi, les idnines et les PG modulent le débit sanguin rénal puisqu’elles

possèdent une activité vasodilatatrice au niveau du rein, d’où leur importance dans le

maintien de la pression systolique sanguine (Fuller et al, 1986).

Des études épidémiologiques ont démontré que chez des patients souffrant

d’hypertension artérielle, les concentrations de kallicréine dans le rein étaient faibles;

il existe donc une relation inverse entre la pression sanguine et la kallicréine rénale

(Zinner et al, 1976 et 1978). De plus, des études axées sur l’aspect génétique de

l’hypertension ont démontré que le promoteur du gène de la KG était hautement

polymorphique et pouvait ainsi être associé au développement de certaines maladies

cardiaques et rénales (Berry et al, 1989, Song et ai, 1997; Yu et al, 2002). Plus

précisément, une mutation au niveau de l’exon 3 du gène de la KG a été identifiée

(Slim et al, 2002). Cette mutation se caractérise par une substitution de l’arginine

(Arg, R) en position 53 par une histidine (R53H) au niveau du site actif, entraînant

une diminution considérable de l’activité enzymatique de la kallicréine in vitro. En

moyenne, l’activité de la kallicréine rénale serait diminuée de 50% chez les individus

hétérozygotes R53H en comparant avec des homozygotes R53R, ce qui démontre

l’effet fonctionnel puissant de la mutation génique. Cette mutation prédisposerait
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alors les individus au développement de maladies cardiovasculaires, rénales ainsi que

l’hypertension (Azizi et ai, 2005).

1.1.3 La kallicréine salivaire

La kallicréine a été isolée des glandes submandibulaires de plusieurs espèces

(humain, cochon, rat, souris), mais parmi elles, les glandes submandibulaires de

souris représentent celles qui contiennent la concentration la plus élevée de

kallicréine (Erdôs et al, 1968). Comparées aux glandes submandibulaires, les

concentrations en kallicréine dans les glandes sublinguales et parotides sont

négligeables (Werle et al, 1936).

Le rôle précis de la kallicréine des glandes salivaires n’est pas très bien établi.

Toutefois, sa distribution luminale suggère une fonction exocrine, et la kallicréine est

facilement mesurable dans la salive (Rockel et al, 1985). D’autres travaux ont

suggéré un rôle dans la régulation locale du débit sanguin, et elle pourrait peut-être

même contrebalancer le rôle vasoconstricteur de la rénine présente dans les glandes

submandibulaires de souris (Bhoola et al, 1979; Orstavilc et ai, 1982). De plus, par

analogie avec le rein, la kallicréine pourrait également réguler la composition ionique

de la salive (Fuller et Funder, 1986). Plusieurs études menées sur des modèles

animaux ont démontré que l’injection d’extraits de glandes submandibulaires

induisait une diminution des risques de rejet de greffe et de réactions

d’hypersensibilité retardée (Kongshavn et Bliss, 1970; Abdeffialeem et $abbadini;

1992; Kemp et al, 1986; Kongshavn et Lapp, 1972; Koch et Rowe, 1976). À la suite

de ces investigations, il a été démontré que la kallicréine salivaire possédait un rôle

immunorégulateur important (Nagy et al, 1997). En effet, lorsque la kaliicréine

salivaire de rat était injectée à des souris, on observait une diminution de la réponse

inflammatoire au contact d’un haptène, libérant ainsi des lymphocytes T

responsables du développement de la réaction d’hypersensibilité retardée. De plus,

les effets observés étaient abolis lorsque l’aprotine était injectée juste avant

l’administration de kallicréine salivaire. Leurs résultats suggèrent donc que sous le

contrôle endocrinien, la kallicréine salivaire chez le rat est une enzyme

immunorégulatrice systémique capable d’induire une réponse anti-inflammatoire

(Nagy et al, 1997).
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1.2 La kallicréine plasmatique

La kallicréine plasmatique est codée par un seul gène composé de 15 exons et

14 introns, localisé au locus 4q35 du chromosome 4 (Beaubien et al, 1991). Elle est

synthétisée et sécrétée par le foie sous forme inactive soit en prékallicréine (Wu et al,

2005). La prékallicréine humaine consiste en une chaîne unique de glycoprotéine

composée de 619 acides aminés et ayant un poids moléculaire d’environ 85kDa

(Chung et al, 1986).

La kallicréine plasmatique, l’enzyme active, est formée suite au clivage de la

prékallicréine par le facteur XIIa de la coagulation (ou facteur de Hageman) aux

liaisons peptidiques Arg371-isoleucine (11e)372 (Blais et al, 2000). Cette hydrolyse

aboutit à la formation d’une enzyme composée d’une chaîne lourde en partie amino

terminale (371 acides aminés, 55 kDa) et d’une chaîne légère en partie carboxy

terminale (248 acides aminés, 36 kDa), toutes deux étant reliées par un pont disulfure

(Chung et al, 1986). La chaîne légère contient le site actif de l’enzyme composé de

trois acides aminés importants (His415, Asp464 et $er559) qui sont directement

impliqués dans l’activité catalytique. La kallicréine plasmatique libère la BK à partir

du kininogène de haut poids moléculaire (KHPM) par hydrolyse des liaisons
362 363 371 372peptidiques Lys -Arg et Arg -Ser

Une fois activée dans le plasma, 52% de l’activité enzymatique de la

kallicréine est neutralisée par l’inhibiteur Cl (C1-fNH) et 35% par l’Œ2-

macroglobuline (Harpel et al, 1985). L’antithrombine III contribue très faiblement à

l’inhibition de la kallicréine (van der Graaf, 1983).

2. Les ldninogènes

Chez les mammifères, il existe trois types de kininogènes (MUller-Esterl,

1986), soit le KHPM (88 à 115 kDa), le KFPM (50 à 68 kDa) et le T-kininogène (68

kDa), ce dernier existant seulement chez le rat (Okamoto et Greenbaum, 1983). Bien

qu’ils possèdent une masse moléculaire et des fonctions distinctes, les différents

types de kininogènes sont pourvus d’une même structure de base. Ils sont composés

d’une chaîne lourde de 50 à 60 kDa en position amino-terminale, une séquence

kininoformatrice et une chaîne légère d’une longueur variable en partie carboxy

terminale. La chaîne légère permet de différencier le KFIPM du KFPM. En fait, la
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structure primaire de la chaîne lourde et la séquence kininoformatrice sont

communes aux deux types de kininogènes, le KHPM et le KFPM. La chaîne légère

du KHPM possède une masse moléculaire de 45 à 58 kDa, tandis que celle du KFPM

est de seulement 4 ou 5 kDa (Miiller-Esteri, 1986). Le foie constitue le site principal

de la biosynthèse des ldninogènes, bien qu’on retrouve une expression mineure dans

d’autres cellules, telles que les plaquettes (Schmaier et ai, 1986), les cellules de

glandes submandibulaires (Chao et Chao, 1988), les cellules rénales (figueroa et ai,

198$) et endothéliales (van Iwaarden et al, 1988b) ainsi que les leucocytes

polynucléaires (figueroa et al, 1990). Les deux formes de kininogènes plasmatiques

sont produites par un seul gène situé au chromosome 3 au locus q26, appelé gène K

(Cheung et al, 1992).

La chaîne lourde des KHPM et KFPM est constituée de trois unités

répétitives, soit les domaines 1, 2 et 3 qui sont illustrés à la figure 1 (Kellermann et

ai, 1986). Le domaine 1 contient un site de liaison du calcium (Ca2), tandis que les

domaines 2 et 3 sont plus apparentés et forment les unités structurales pour

l’inhibition des protéases à cystéine, comme la papaïne et les cathepsines B, H et L

(Salvesen et ai, 1986). Le domaine 4, situé entre la chaîne lourde et la chaîne légère,

possède la séquence kininofonnatrice : la BK est libérée à partir du KHPM et la KD

à partir du KFPM. Les domaines 5 et 6 forment la chaîne légère du KHPM et sont

responsables de son activité procoagulante. En fait, le domaine 5, qui est riche en

résidus histidine, proline et lysine, est capable de fixer le KHPM aux surfaces

chargées négativement (Mflller-Esterl et al, 1986). Le domaine 6 est responsable de

la liaison du KHPM avec la prékallicréine et le facteur XI (Thompson et al, 1977).

La chaîne légère du KFPM est constituée uniquement du domaine 5, et son rôle

demeure toujours inconnu.
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Site de fixation
au Ca2

Figure 1. Représentation des 6 domaines du KHPM et leur fonction

primaire. Les domaines 1,2 et 3 constituent la chaîne lourde, le

domaine 4 comporte la partie kininoformatrice, et les domaines 5

et 6 représentent la chaîne légère. (Kaplan et aI, 1997)

3. Les kinines

Les kinines appartiennent à une petite famille de peptides possédant 9 à 11

acides aminés, incluant la BK, la KD et leurs métabolites actifs respectifs, la des

arginine9-bradykinine (des-Arg9-BK) et la des-Arginine’ °-kallidine (des-Arg 10.4<0)

(tableau 1) (Moreau et al, 2005a). Les kinines sont des peptides autacoïdes et des

neuromédiateurs centraux dont les actions biologiques et pharmacologiques

principales incluent l’homéostasie cardiovasculaire, l’inflammation et la nociception.

Comme il a été décrit précédemment, la BK est libérée à partir du KHPM sous

l’action de la kallicréine plasmatique, tandis que la formation de la KD résulte de

l’hydrolyse du KFPM par la kallicréine glandulaire. L’aminopeptidase N peut

toutefois convertir la KD en BK en y enlevant le résidu lysine à la partie amino

terminale (Ward et al, 1990).

Sites inhibiteurs Interaction avec la

des protéases I Surface prékallicréine plasmatique

à cystéines Bradykinine de fixation et le facteur Xl
à une surface

chargée négativement
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123456789

BK Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH

KD Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH

des-Arg9-BK Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-OH

des-Arg’ °-KD Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-OH

Tableau 1. Séquence d’acides aminés des différentes ldnines.

4. Les récepteurs des ldnines

Les effets pharmacologiques des kinines se manifestent par leur interaction

avec des récepteurs spécifiques. La présence de différents agonistes a permis à

Regoli et Barabé de défmir deux types de récepteurs des kinines (Regoli et ai, 1977,

Regoli et Barabé, 1980). Ainsi, les récepteurs de type 31 (RBY) sont spécifiques

pour les kinines dépourvues du résidu arginine en partie carboxy-terminale comme la

des-Arg9-BK et la des-Arg10-KD, alors que les récepteurs de type B2 (RB2) sont

stimulés par les peptides contenant une séquence complète telle que la BK et la KD.

Le RB2 est constitutif et ubiquitaire, tandis que le RB 1 est généralement

absent des tissus sains, mais exprimé chez les animaux présentant une infection ou

une inflammation (Couture et al, 2001); il est donc induit lors de lésions tissulaires

ou suite à une exposition à des endotoxines bactériennes ou à des cytokines

proinflammatoires telles que l’interleukine- 1 -3 (IL-1 F) et le facteur de nécrose

tissulaire (TNf)-a. Le RB1 participe également à la phase chronique de la réponse

inflammatoire et de la douleur, alors que le RB2 est responsable de la phase aigu de

l’inflammation et de la douleur.

L’interaction des kinines avec leurs récepteurs permet d’activer plusieurs

voies de transduction (voir figure 2) (Moreau et al, 2005a). La liaison de l’agoniste à

son récepteur entraîne l’activation de la phospholipase C (PLC)-f3 qui est responsable

de l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol

(DAG) et en inositol 1,4,5-triphosphate (1P3) (Marceau et al, 2002). L’1P3 provoque
2+.alors la liberation du Ca dans le cytosol; la concentration de Ca intracellulaire est

ensuite augmentée entraînant à son tour l’activation de la phospholipase A2 (PLA2).

De plus, l’augmentation de Ca2 induit la synthèse d’oxyde nitrique (NO) via la NO
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synthase (NOs) dépendante de la voie calcium-calmoduline (Busse et fleming, 1996;

Leeb-Lundberg et aI, 2005). L’activation de i’adénylyl cyclase ou de la guanylyl

cyclase par les PG et le NO constitue un mécanisme de transduction qui mène à la

production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de guanosine

monophosphate cyclique (GMPc), créant un effet vasodilatateur puissant.

En plus de ces voies classiques, le RB2 petit activer des protéines qui

possèdent une activité tyrosine kinase (Velarde et ai, 1999). Le RB2 activé libère

alors la protéine kinase C (PKC) qui phosphoryle les MAP-kinases, la PLC et la

protéine Hsp9O et interagit directement avec la NOs des cellules endothéliales

(eNOs) ce qui permet la production de NO (Venema, 2002). Le RBI interagit

également directement avec les protéines GŒq et Gczi et a recours essentiellement

aux mêmes voies de signalisation que le RB2. fi est surtout associé à l’activation de

la PLC et à la voie du 1P3, mais agit aussi via la PLA2 et les MAP-kinases (Marceau

et aI, 1998).

Figure 2. Les récepteurs des kinines et leurs voies de signalisation. (Moreau

et ai, 2005a)
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5. Les systèmes kininoformateurs

Il existe deux voies principales de formation des ldnines, le système

plasmatique et le système tissulaire.

5.1 Le système de contact du plasma

Le concept d’activation du système de contact a été développé initialement à

la suite d’investigations qui ont montré que l’addition de surface chargée

négativement dans le plasma provoquait l’activation du système de la coagulation.

Le contact du plasma avec cette surface déclenche l’autoactivation du facteur XII

(FXII, facteur de Hageman) en facteur XII activé (fXIIa) qui transforme la

prékallicréine en kallicréine, capable d’hydrolyser le KHPM pour en libérer la BK

(voir figure 3) (Joseph et Kaplan, 2005). L’activation du FXII n’est pas seulement la

première étape de l’initiation de la voie intrinsèque de la coagulation et de la

formation de kinines, elle active également le système du complément et le système

fibrinolytique (Merlini et al, 2004). En effet, il est maintenant évident que le système

de contact joue un rôle essentiel dans l’activation de la voie de la fibrinolyse via la

formation de la plasmine par le facteur XIIa (Miles et ai, 1983; Ghebrebiwet et ai,

1981). De plus, le facteur XIIa et la kallicréine sont responsables de l’activation des

sous-unités r et s du premier composant du complément (Cl) (Joseph et Kaplan,

2005).
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5.1.1 Le système du complément

Un ensemble complexe de protéines, plasmatiques pour la plupart, constitue

le système du complément. Les protéines du complément Cl à C9, les facteurs B, D

et P (propres à la voie alterne), leurs récepteurs et plusieurs protéines de régulation

du complément sont les principatix éléments retrouvés dans ce système. Il existe

trois voies d’activation de cette cascade protéolytique la voie classique, la voie

alterne et la voie des iectines (voir figure 4) (Goldsby et ai, 2000). Chacune de ces

voies est activée par un mécanisme différent, mais toutes finissent par converger au

même point, soit la formation de l’activité enzymatique de la C3 convertase, qui joue

un rôle au niveau des systèmes de défense de l’organisme.

Vila

iii,rinogène

Des-Arg9-BK

Des-Arq104(DPlasmine

lasminogène

Figure 3. Le système kallicréines-kinines et ses interactions avec les voies

extrinsèque et intrinsèque de la coagulation et la voie de la

fibrinolyse. FT: facteur tissulaire, PK: prékallicréine, u-PA:

urokinase, t-PA: activateur tissulaire du plasminogène. (Moreau

et ai, 2005a)
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L’activation de la voie classique débute habituellement par la formation de

complexes antigènes-anticorps solubles (complexes immuns) (Goldsby et ai, 2000).

La protéine précurseur Cl est composée des sous-unités Clq, Cis et Cir. Lors de

l’activation par un complexe immun, le changement de conformation du Clq

entraîne l’activation des deux autres sous-unités. Le Cis activé initie une cascade

qui forme un complexe d’attaque membranaire et qui relâche les anaphylatoxines

C3a, C4a et C5a qui sont des peptides médiateurs de l’inflammation.

La purification et la caractérisation du composant Cl du complément, ainsi

que ses sous-unités, fut possible grâce à des études effectuées vers la moitié du siècle

dernier (Lepow et al, 1956). Les auteurs ont décrit une estérase qui inhibe le Cl et

l’on nommée inhibiteur Cl (C1-INH). Le C1-lNH forme un complexe avec les

protéases Cir et Cls, ce qui les dissocie du Clq et prévient ainsi les coupures de C4

et C2 dans la constitution de la C3 convertase. Le C1-INH joue aussi un rôle

important dans l’inactivation du système de contact puisqu’il inhibe le facteur XII et

la kallicréine (Davis, 2003).

Des déficits congénitaux en protéines régulatrices du complément ont été

rapportés. Entre autre, le déficit en Cl -INH est une maladie héréditaire qui conduit

au développement de l’angiooedème, d’où l’importance de sa description pour une

meilleure compréhension de cette affection qui fait partie intégrante de ce mémoire.
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Figure 4. Vue d’ensemble des trois voies d’activation du complément: la

voie classique, la voie alterne et la voie lectine. (Goldsby et al,

2000)

5.1.2 Le système fibrinolytique

La voie de la fibrinolyse permet la dissolution d’un caillot sanguin grâce à

une enzyme protéolytique, la plasmine, formée à partir du plasminogène. Plusieurs

voies d’activation du système fibrinolytique ont été identifiées. Aussi, la kallicréine

et le facteur )Ua ont été identifiés comme étant des activateurs du plasminogène

(Colman, 1969; Mandle et Kaplan, 1979; Thompson et aI, 1977). Le facteur XIIa

peut également convertir le plasminogène en plasmine, mais son activité correspond

à seulement 5% de celle de la kallicréine (Goldsmith et al, 197$). L’urokinase est

aussi impliqué dans l’activation du plasminogène, et d’autres études ont démontré

que la kallicréine était capable d’activer la pro-urokinase pour former l’urokinase

(Hauert et al, 1989; Ichinose et al, 1986; Miles et al, 1981). L’activateur tissulaire du

plasminogène (t-PA) demeure par contre le principal activateur de plasminogène

dans le plasma; par ailleurs, la BK formée par le système de contact induirait la

libération du t-PA (Brown et aI, 1997).

C2b

C4b2a3b

B Ba
C3a
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5.2 Le système kininoformateur au niveau des cellules

endothéliales

Des études ont identifié un autre mécanisme de l’activation du système

kaliicréines-ldnines qui dépendrait de la liaison de certaines cellules, telles que les

leucocytes, les plaquettes, les cellules endothéliaies et les myocytes, à des

composants du système d’activation de contact (Zhao et ai, 2001). En effet, le

KHPM se lie spécifiquement à ces cellules dans une réaction réversible dépendante

au zinc (Zn2j (van Iwaardcn et ai, 1988a). Au niveau du KHPM, cette liaison

implique respectivement les domaines 3 et 5 des chafnes lourde et légère, et serait

considérée comme le récepteur de la prékallicréine sur les cellules endothéliales

(Hasan et aI, 1995; Herwald et ai, 1995; Motta et al, 1998). Cette liaison

provoquerait l’activation de la prékallicréine en kallicréine, ce qui permettrait la

relâche de la BK par le KHPM.

6. Le métabolisme des kinines

La nature des enzymes responsables du métabolisme des kinines, appelées

kininases, a été largement étudiée (Erdi5s, 1989 et 1990). Les principales sont

l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA, kininase II), les carboxypeptidases

N et M (CPN et CPM, kininase I), l’endopeptidase neutre 24.11 (EPN) et

l’aminopeptidase P (APP). On retrouve également la dipeptidyl peptidase IV

(DPPIV) et l’aminopeptidase N (APN), agissant de façon secondaire dans le

métabolisme des kimnes. Les études sur l’identification des différentes kininases ont

débuté dans les années 60, tout juste après l’isolation de la BK (Elliott et aI, 1960) et

sa synthèse (Boissonnas et al, 1960). La première kininase à être identifiée fut la

CPN humaine plasmatique (Erdôs et Yang, 1970). L’ECA, pour sa part, a été décrite

pour la première fois au milieu des années 50 (Skeggs et ai, 1956), mais ce n’est pas

avant les années 70 que les deux enzymes, ECA et kininase II, furent considérées

comme identiques (Yang et ai, 1970; Igic et al, 1972). À la suite d’investigations

portant sur le métabolisme de la 3K dans la circulation pulmonaire, Ryan et

collaborateurs ont identifié une enzyme qui clive le lien peptidique Arg1-Pro2 de la

BK (Ryan et ai, 1968); elle fut associée à l’APP dont l’activité avait été

préalablement observée au niveau des érythrocytes et du rein (ErcUis et aÏ, 1963).
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finalement, en 1974, 1’EPN fut identifiée au niveau de la bordure en brosse des

cellules épithéliales du rein (Kerr et Kenny, 1974).

Ces enzymes partagent des caractéristiques communes. En effet, elles

nécessitent un atome de Zn2 dans leur région catalytique pour hydrolyser leur

substrat; c’est pourquoi elles sont appelées métallopeptidases à Zn (Erdôs et

Skidgel, 1997). La DPPIV constitue la seule exception, étant une peptidase à sérine.

Pour sa part, l’APN n’intervient pas dans le catabolisme de la BK, mais permet de

former ce peptide à partir de la KD. La contribution relative de chaque peptidase

dans le métabolisme des kinines sera présentée plus loin sous forme de figure (voir

section 6.2.2, figure 5).

6.1 Enzymes impliquées dans le métabolisme des kinines

6.1.1 L’enzyme de conversion de l’angiotensine I

L’ECA, aussi appelée kininase II (EC 3.4.15.1, peptidyl dipeptidase A),

codée par son gène situé au locus 1 7q23 du chromosome 17 (Rigat et al, 1990), est

une métallopeptidase à Zn2 liée à la membrane plasmatique par sa partie carboxy

terminale. Elle est orientée de façon à ce que ses sites catalytiques, au nombre de

deux, soient exposés à la face externe de la membrane cellulaire (Wei et al, 1991).

Il existe deux formes d’ECA membranaire qui sont exprimées chez l’humain

(Turner et Hooper, 2002). La plus lourde (150 à 180 kDa), connue sous le terme de

ECA somatique, est composée d’environ 1300 acides aminés et est présente dans la

plupart des tissus (endothélium vasculaire, surface endothéliale des poumons,

membrane de la bordure en brosse des reins, intestins, placenta et plexus choroïdien).

La deuxième isoenzyme, dite germinale, est l’ECA testiculafre (100 à 110 kDa). Elle

est composée de seulement 730 acides aminés et jouerait un rôle dans la fertilité

mâle, étant exprimée uniquement dans les testicules (Hagaman et ai, 1998).

L’ECA inactive la BK en hydrolysant deux liens peptidiques situés en partie

carboxy-terminale, d’abord le dipeptide Phe8-Arg9 et ensuite le lien Phe5-Ser6 pour

ainsi former la BK[151 inactive (Yang et ai, 1970 et 1971). L’ECA peut également

dégrader le métabolite actif de la BK, la des-Arg9-BK, en enlevant le tripeptide Ser6-

Pro7-Phe8 produisant ainsi le même pentapeptide (Inokushi et Nagamatsu, 1981;

Oshima et ai, 1985). De plus, l’ECA peut activer l’angiotensine II à partir de

l’angiotensine I, un vasoconstricteur puissant, ce qui permet de la qualifier
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d’angiotensinase. Toutefois, étant donné son affinité beaucoup plus élevée pour la

BK, avec une constante de Mickaelis-Menten (K1) d’environ 0,18 tM,

comparativement à un Km de 16 jcM pour l’angiotensine I, elle est maintenant

considérée principalement comme une kininase plutôt qu’une angiotensinase

(Jaspard et Alhenc-Gelas, 1995).

Une isoforme de l’ECA a été identifiée, désignée sous le terme «ECA2 ».

Bien que l’ECA2 possède une distribution plus faible dans certains tissus (testicules,

coeur, rein) que i’ECA, elle est considérée comme similaire à 1’ECA somatique en

étant également une glycoprotéine membranaire au niveau endothélial et épithélial.

L’ECA2 hydrolyse efficacement la des-Arg9-BK, mais n’agit par sur le métabolisme

de la BK (Vickers et ai, 2002). De plus, l’ECA2 n’est pas inhibée par les mêmes

inhibiteurs que l’ECA.

La régulation de i’ECA ainsi que son activité dans les tissus sont sous un

puissant contrôle génétique. En effet, un polymorphisme de type insertionldéiétion

(I/D) a été localisé dans la région non codante du gène (Rigat et ai, 1990).

L’insertion qui crée l’allèle I est une séquence alu répétée (287 pb) dans l’intron 16

du gène de l’ECA tandis que l’allèle D est associé à une absence de celle séquence.

Il existe une relation entre ce polymorphisme et l’activité de 1’ECA circulante, celle-

ci étant plus élevée chez les individus qui sont homozygotes pour l’aiièle D, plus

faible chez ceux qui sont homozygotes pour l’allèle I, et intermédiaire pour les

hétérozygotes. En effet, les niveaux d’ECA dans le plasma chez les homozygotes

DD sont presque le double de ceux des homozygotes II (Rigat et ai, 1990; Danser et

Schunkert, 2000; Brown et ai, 1998). Étant donné que le génotype de l’ECA

détermine la dégradation de la BK, ceci suggère un mécanisme où l’allèle D de

l’ECA pourrait être associée à certains effets cardiovasculaires délétères (Brown et

ai, 1998).

6.1.2 L’aminopeptidase P

L’APP (EC 3.4.11.9, X-prolyi aminopeptidase) existe sous deux formes, soit

la forme membranaire (APPm), codée par le gène XPNPEP2 localisé au locus Xq25-

26.1 du chromosome X (Sprinkle et ai, 1998), et la forme cytosolique (APPc), codée

par le gène XPNPEPL localisé au chromosome Ï0pter-q23.33 (Sprinlde et ai, 2000).

L’APPm est une protéine glycosylée qui est liée à la membrane plasmique des
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ccllules épithéliales et endothéliales par un pont glycosylphosphatidylinositol (GPI)

et qui renferme le Zn a son site actif (Mohnaro et ai, 2004).

L’APP possède plusieurs rôles physiologiques, incluant des rôles dans le

métabolisme de peptides régulateurs (kinines) de la pression artérielle et de la

réponse inflammatoire (Cyr et ai, 2001). Aussi, l’APP joue un rôle en tant que

kininase. Elle inactive la BK en la transformant en BK[29], de même que la des

Arg9-BK pour former un peptide inactif la BK[281. Elle constitue d’ailleurs la

principale voie de dégradation de la des-Arg9-BK au niveau du plasma (Cyr et al,

2001).

La présence d’une proline en position P1’ est nécessaire à l’activité

catalytique de l’APP. L’apstatin est un inhibiteur sélectif de l’APP. Aussi, puisque

I’APP est une métallopeptidase, son activité est abolie par des chélateurs d’ions

métalliques divalents, comme l’EDTA (Molinaro et aÏ, 2004). L’activité de l’APP

est ubiquitaire, et a été retrouvée dans une large variété d’organismes, incluant les

bactéries, les levures et les vertébrés.

Cette enzyme a suscité un grand intérêt lorsque Blau et collaborateurs ont

rapporté une mutation génétique de l’APP (Blau et al, 198$). Des études menées

dans notre laboratoire ont associé une faible activité plasmatique de l’APP à une

dégradation moindre de la des-Arg9-BK, ceci observé chez des patients ayant connu

des effets secondaires associés aux inhibiteurs de l’ECA (iECAs) tels que

l’angiooedème (AO), les réactions anaphylactoïdes en hémodialyse et les réactions

d’hypotension sévère lors de transfusions sanguines (Adam et ai, 2002; Molinaro et

ai, 2002b et 2002e; Cyr et al, 1999; BIais et al, 1999a et 1999b).

6.1.3 Les carboxypeptidases

Il existe deux types de carboxypeptidases, la carboxipeptidase N (CPN, EC

3.4.17.3), et la carboxypeptidase M (CPM, EC 3.4.17.12), toutes deux étant

regroupées sous le terme de kininase I.

La CPN est synthétisée par le foie et relâchée dans la circulation sous forme

de glycoprotéine tétramérique soluble (Plummer et Hurwitz, 1978). Elle possède un

poids moléculaire de 280 kDa, composée de deux sous-unités identiques de 83 kDa

chacune, fortement glycosylées, mais dépourvues d’une activité enzymatique, et

deux petites sous-unités de 48 à 55 kDa non-glycosylées, mais possédant un pouvoir

catalytique (Levin et ai, 1982). Le gène qui code pour les sous-unités de 83 kDa est
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localisé au iocus $p22-23 du chromosome $ (Tan et aI, 1990), tandis que celui qui

code pour les sous-unités de 48 à 55 kDa est localisé au locus l0q23-25 du

chromosome 10 (Gebhard et ai, 1989).

La CPM est une glycoprotéine monocathénaire liée à la membrane cellulaire

via un pont GPI. Elle possède une masse moléculaire de 62 kDa (Deddish et ai,

1990). La CPM est présente dans différents tissus, dont les poumons et le rein, mais

aussi les intestins, le cerveau et les nerfs périphériques (Skidgel et ai, 1984). Le gène

codant pour la CPM se situe au locus 12q15 du chromosome 12 (Kas et ai, 1995).

Les carboxipeptidases hydrolysent différents peptides contenant une arginine

ou une lysine en partie carboxy-terminale (Skidgel, 198$). Ainsi, elles libèrent

l’arginine en partie carboxy-tenninale de la BK, formant son métabolite actif, la des

Arg9-BK, capable de stimuler les récepteurs de type Bi dans le plasma humain. La

kininase I représente toutefois une voie métabolique mineure, sauf si l’ECA est

inhibée (Biais et ai, 1997a). En plus des kinines, la CPN hydrolyse d’autres peptides

tels que les enképhalines, les anaphylatoxines (C3a, C5a) et les fibrinopeptides

(Bhoola et ai, 1992).

6.1.4 L’endopeptidase neutre 24.11

L’EPN (EC 3.4.24.11) est une métalloprotéinase à Zn ancrée à la membrane

par un peptide signal situé à la partie amino-terminale (Roy et ai, 1993). Le gène,

nommé MME, est localisé au locus 3q21-27 au chromosome 3 (Barker et ai, 1989).

L’EPN possède une large distribution tissulaire: le rein, le système nerveux centrai,

i’endothélium, les testicules, les poumons, les glandes salivaires et la moelle osseuse.

Cependant, contrairement à l’ECA, son expression au niveau des cellules

endothéliales vasculaires est plutôt faible (Johnson et aI, 1985).

Tout comme l’ECA, 1’EPN inactive la BK en clivant le lien Pro7-Phe8 pour

générer le peptide inactif BK11.71 (Gafford et al, 1983). Par contre, elle diffère de

i’ECA pour le métabolisme de la des-Arg9-BK, puisqu’elie clive les liens Giy4-Phe5

pour produire deux peptides inactifs, Arg1-Pro2-Pro3-G1y4 et Phe5-Ser6-Pro7-Phe8.

Le rôle physiologique de i’EPN dépend de sa localisation et de la

disponibilité du substrat (Molinaro et al, 2002a). Par exemple, dans le rein, cette

enzyme régule la dégradation des peptides natriurétiques et de la BK, alors qu’au

niveau de i’endothéiium coronarien et des préparations de cardiomyocytes de rats,

elle limite les propriétés vasodilatatrices de la BK. Pour cette raison, l’EPN pourrait
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devenir une importante cible pharmacologique cardiovasculaire. De plus, cette

enzyme exerce des effets anti-inflammatoires en limitant l’activité pharmacologique

des peptides vasodilatateurs comme les kinines.

6.1.5 L’aminopeptidase N

L’aminopeptidase N (APN, alanyl aminopeptidase, EC 3.4.11.2) est une

métalloprotéinase de 150 kDa qui hydrolyse préférentiellement les acides aminés

neutres en position amino-terminale des oligopeptides (Rawlings et Barrett, 1993).

Le gène de l’APN est localisé sur le chromosome 15 au locus 15q25-q26 (Watt et

Wiliard, 1990). L’APN est une glycoprotéine de type II associée à la membrane

avec une activité catalytique dépendante du Zn2 qui est exprimée de façon

constitutive à la surface d’une large variété de cellules. Elle a été identifiée comme

étant la même protéine que l’antigène de différentiation CD 13, retrouvé à la surface

des leucocytes (Look et al, 1989).

L’APN est exprimée de façon prédominante au niveau de l’intestin où elle

participe à l’hydrolyse des molécules qui n’ont pas encore été absorbées. Elle est

également exprimée dans le rein et certaines cellules inflammatoires (granulocytes et

monocytes), et de façon mineure dans d’autres tissus comme l’endomètre (Classen

Linke et al, 1987), la rate et le cerveau (Kenny et ai, 1987). Le râle physiologique de

l’APN exprimée dans ces autres tissus n’est toujours pas clairement élucidé, bien

qu’il fut suggéré qu’elle pourrait être impliquée dans la dégradation de peptides et de

cytokines, tels que l’IL-6 et l’IL-8 (Ward et aI, 1990). L’APN pourrait également

contribuer à la dégradation de la matrice extracellulaire, à l’angiogénèse et à la

réponse inflammatoire (Saild et aI, 1993; Pasqualini et ai, 2000; Larsen et al, 1996).

De plus, l’APN joue un rôle de récepteur pour certains virus tels que les coronavims

(Delmas et al, 1992) et les cytomégalovims (Soderberg et al, 1993).

Son importance au niveau du métabolisme des kinines est reliée à sa capacité

d’hydrolyser le résidu Lys en position amino-terminale de la KD et de la des-Arg’°

KD; celui-ci constitue d’ailleurs le principal agoniste des récepteurs Bi (Moreau et

ai, 2005a). Il a d’ailleurs été démontré que l’APN correspondait à la voie de

dégradation majeure pour la des-Arg10-KD dans l’artère ombilicale isolée chez

l’humain (Pelorosso et aI, 2005) et dans l’aorte de lapin (Fortin et al, 2005). De plus,

une inhibition de t’APN par l’amastatin potentialise l’effet hypotenseur de l’agoniste



23

des récepteurs Bi, la des-Arg10-KD, chez des lapins prétraités au lipopolysacchande

(LPS) (Drapeau et ai, 2005).

6.1.6 Dipeptidyl peptidase IV

La dipeptidyl-peptidase IV (DPPIV) est une protéase de type membranaire

qui appartient à la famille des prolyloligopeptidases (EC 3.4.14.5) (Barret, 1996).

Elle est identique à l’antigène CD26, molécule de costimulation dans l’activation des

cellules T, ce qui explique pourquoi elle est également connue sous le tenue CD26.

Le gène de la DPPIV humaine est localisé au chromosome 2 locus 2q24.3 et contient

environ 70 kb et 26 exons (Abbott et al, 1994). La DPPIV est composée de 766

acides aminés et possède un poids moléculaire de 110 kDa (Tanaka et ai, 1992).

La DPPIV est exprimée par les lymphocytes T, où elle est régulée

positivement après activation (Lambeir et ai, 2003). Elle est également largement

exprimée dans une variété de tissus, tels les vaisseaux sanguins, les reins, les

intestins, le foie, le myocarde, les poumons, les fibroblastes, et de façon générale

dans les cellules épithéliales et endothéliales; cette expression varie beaucoup entre

les différents tissus. Une forme soluble est également présente dans le plasma et

d’autres liquides corporels comme le liquide céphalorachidien et le liquide séminal.

L’action physiologique la plus importante de la DPPIV est la synthèse de

certains peptides chez les mammifères. Elle clive sélectivement le dipeptide situé en

position amino-terminale des peptides qui contiennent une proline ou une alanine en

position 2 (Lambeir et ai, 2003), et est donc impliquée, de façon secondaire, dans le

métabolisme de la BK. En effet, elle dégrade le métabolite inactif BK[29] généré par

I’APP, pour former le produit final BK[491. La substance P constitue un autre

substrat de la DPPIV (Grouzman et ai, 2002). Outre son activité catalytique, la

DPPIV intervient dans la régulation de l’adénosine déaminase (Schrader et al, 1990),

la protéine gpl2O du VIH (Valenzuela et al, 1997), les protéines de la matrice

extracellulaire telles que la fibronectine et le collagène (Hanski et ai, 1985), le

récepteur CXCR4 des chimiokines (Henera et al, 2001) et la tyrosine phosphatase

CD45 (Ishii et ai, 2001). Le rôle de la DPPIV/CD26 au sein du système immunitaire

est une combinaison de son activité exopeptidique et son interaction avec différentes

molécules (Tanaka et al, 1994).
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La DPPIV jouerait également un rôle dans le développement du diabète

puisqu’elle inhibe l’activité de plusieurs peptides impliqués dans le métabolisme du

glucose (Lambeir et al, 2003). En effet, deux hormones qui stimulent la libération

d’insuline via les cellules 3-pancréatiques, appelées GLP-l (gitteagon tikepeptide-])

et GIP (gÏucose-dependent insitlinotropic polypeptide), seraient dégradées par la

DPPIV, tandis que le glucacon, hormone hyperglycémiante, serait libéré par l’action

de cette enzyme. Les inhibiteurs de la DPPIV s’avèrent donc un traitement

prometteur pour lutter contre le diabète de type 2 et constituent maintenant un

objectif principal de recherche.

L’activité de la DPPIV est plus faible chez les femmes et tend à diminuer

avec l’âge (Lambeir et ai, 2003). De plus, des bas niveaux de DPPIV surviennent

fréquemment lors d’un statut immunitaire affaibli. Il a également été démontré que

l’activité de la DPPIV dans le sérum était plus faible chez les patients hypertendus

qui ont développés un angiooedème suite à la prise d’iECA (Lefebvre et ai, 2002). 11

apparaît donc intéressant d’étudier cette enzyme dans l’étude de la compréhension de

la pathophysiologie de l’AO, d’où son importance dans ce mémoire.

6.2 Métabolisme des kinines

6.2.1 Méthodes d’investigation

L’activité enzymatique des ldninases dans le plasma peut être mesurée par

différentes méthodes d’investigation spécifiques. L’activité de l’ECA est évaluée par

la technique d’essai radioenzymatique (REA) à l’aide d’un substrat radioactif, la

glycine-glycyl-[3H]-hyppuryl. L’activité de l’APP est mesurée par fluorimétrie

grâce à un substrat spécifique, le K(Dnp)PPGK(Abz), tandis que celles de l’APN et

de la DPPIV sont calculées par spectrophotométrie en absorption visible en fonction

du temps avec un substrat spécifique pour chacun, soit H-Ala-para-nitroanilide (H

Ala-pNA) et Gly-Pro-pNA respectivement. L’activité de la CPN est mesurée par

fluorimétrie avec le substrat dansyl-Ala. De plus, l’expression de ces kininases dans

les tissus, spécifiquement i’APN et la DPPIV pour ce projet de mémoire, est évaluée

en utilisant une nouvelle technique d’amplification en chaîne par polymérase (PCR),

soit le PCR en temps réel. Ces techniques seront décrites de façon détaillée dans la

section « méthodologie».
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6.2.2 Métabolisme des kinines plasmatiques

Les différentes enzymes impliquées dans le métabolisme des kinines, soit la

KD, la BK et la des-Arg9-BK, ne possèdent pas la même activité enzymatique (voir

figure 5). L’APN clive le résidu Lys en position amino-terminale de la KD pour

former le nonapeptide de la BK. Dans un modèle expérimental, effectué au

laboratoire (Décarie et aI, 1996), il a été démontré que la BK est métabolisée

principalement par trois métalloprotéinases. L’ECA joue le rôle majeur dans la

dégradation de la BK, comptant pour 75% du métabolisme total. L’APP est

responsable de 21,5% du métabolisme total de la BK. La kininase I (ou CPN)

constitue une voie mineure de dégradation de la BK; ainsi il contribue à 3,5% du

métabolisme total, à moins que l’ECA soit inhibée, formant le métabolite actif, ta

des-Arg9-BK. La DPPIV est faiblement impliquée dans le métabilisme de la BK,

formant le peptide inactif BK[49] (BIais et ai, 1999a). La des-Arg9-BK, par contre,

est métabolisée principalement par deux enzymes, soit i’ECA et l’APP, la dernière

constituant la voie de dégradation majeure avec 65% du métabolisme total (BIais et

aI, l999a).

KD Lysj.Arg

APN

+

BK Arg-Pro2-Pro3-GIy4-Phe5-Ser6-Pro7-Phe8-Arg

APP DPPIV I Kininase I

ECA (CPN)

Des-Arg9-BK: Arg1-Pro2-Pro3-G1y4-Phe5-Ser6-Pro7-Phe8

AP I

_____

ECA

Figure 5. Contribution relative des principales peptidases piasmatiques

impliquées dans le métabolisme de la KD, la BK et la des-Arg9-

BK.
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6.2.3 Métabolisme des ldnines tissulaires

Le métabolisme des kinines a été étudié dans plusieurs types de cellules,

telles que les cellules endothéliales (Graf et al, 1992) et les cellules de muscle lisse

(Mentlein et Roos, 1996, Vaghy et al, 1995). Par exemple, le rôle de l’ECA, de

l’EN et des autres peptidases (APP, CPN) impliquées dans la dégradation de la BK

au niveau de l’endothélium a été évalué dans des cellules endothéliales de veines

ombilicales humaines isolées (Graf et aI, 1992). Dans cette étude, on a démontré que

l’activité majeure était attribuée à l’ECA, suivie de l’EPN avec une proportion 4 1.

Le métabolisme des kinines a aussi été étudié dans d’autres tissus. Au niveau

du poumon, la BK est dégradée principalement par l’ECA et l’APP qui comptent

pour 50 et 30% du métabolisme total respectivement (Pesquero et al, 1992 ; Prechel

et ai, 1995). La DPPIV intervient également, mais à proportion plus faible dans le

métabolisme de la BK. Au niveau du coeur, une étude menée à notre laboratoire a

démontré que le temps de demi-vie (t½) de dégradation de la BK et de la des-Arg9-

BK dépendait de l’espèce étudiée, celle-ci étant plus courte chez les lapins

comparativement aux chiens, rats et humains (Blais et al, 1 997b). L’ECA était

toutefois la principale enzyme impliquée dans la dégradation de la BK chez les

quatre espèces étudiées, comptant pour 70% du métabolisme total chez l’humain et le

chien, et pour 50% chez le rat et le lapin. Une autre étude menée par Dumoulin et

collaborateurs a égaiement permit d’évaluer les kininases responsables de la

dégradation de la BK au niveau de l’endothélium coronarien de rat en utilisant un

système de Langendorff (Dumoulin et al, 1998). Après une perfusion de BK à une

concentration de 10 nM à travers le lit vasculaire du coeur, la proportion de BK

immunoréactive mesurée était de 30% de la concentration initiale. Le pourcentage

de BK était rétablit à 60% de sa concentration initiale suite à la coperfusion avec un

iECA, l’cnalaprilat, tandis qu’avec un inhibiteur d’EPN, le retrothiorphan,

seulement une faible proportion de BK était restaurée. Toutefois, la perfusion

combinée des deux inhibiteurs ramenait la concentration de BK à 81%. Le

métabolite actif, la des-Arg9-BK, formé par la CPN n’était pas détecté après la

perfusion. Ces résultats ont donc démontré qu’au niveau des vaisseaux coronaires de

rats, l’ECA jouait un rôle majeur dans le métabolisme de la BK, suivi de l’EPN.
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6.2.4 Métabolisme des kinines urinaires

Une étude a été effectuée chez des chiens anesthésiés où on a administré de la

BK par voie intraveineuse au niveau de l’artère rénale (Nasjletti et ai, 1975). Après

son passage dans le rein, le peptide était dégradé à une proportion d’environ 87%.

La BK est donc largement métabolisée dans cet organe. Ogata et collaborateurs ont

étudié les enzymes responsables dc la dégradation de la BK au niveau rénal, et ont

démontré que 1’EPN était responsable de 59% du métabolisme, suivi dc l’ECA et la

CPN à 29% et 11% respectivement (Ogata et ai, 1989).

Une autre étude a par la suite démontré que la BK était dégradée en BK[l8],

BK[l.7}, BK[I6] et BK1151, et que les principales kininases contribuant au catabolisme

de la BK urinaire étaient l’EPN et la carboxypeptidase Y (CPY)-like exopeptidase

responsables de 35% et 38% de la dégradation totale de la BK respectivement (Saito

et al, 1995). Toutefois, selon cette même étude, le pH de l’urine pourrait influencer

l’activité de ces enzymes. En effet, à un pH de 5, la CPY-like exopeptidase

contribuerait principalement au catabolisme dc la BK, tandis qu’à un pH de 7, l’EPN

constituerait la principale kininase impliquée au niveau du rein.

7. Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de

l’angiotensine

Les iECAs forment actuellement une classe de médicaments largement

utilisés dans le traitement de plusieurs affections cardiovasculaires, principalement

l’hypertension artérielle et l’insuffisance cardiaque. Les effets bénéfiques des iECAs

furent d’abord attribués à l’inhibition dc la formation de l’angiotensine II, un peptide

vasoconstricteur puissant. Toutefois, maintenant que 1’ECA est considérée comme

étant une kininase plutôt qu’une angiotensinase, la BK est maintenant soupçonnée de

jouer un rôle important dans les effets antihypertenseurs et cardioprotecteurs des

iECAs.

7.1 Effets secondaires des iECAs

La toux chronique, qui survient chez 5 à 20% des patients sous traitement

d’iECA, constitue l’effet secondaire le plus fréquent, et elle a été hypothétiquement

associée à l’accumulation de 3K endogène (Israili et Hall, 1992). L’utilisation de

ces inhibiteurs se caractérise par des effets secondaires aigus rares, mais
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potentiellement mortels: l’AO et les réactions d’hypersensibilité et d’hypotension

sévères lors de transfusions sanguines et de dialyse rénale. Ce projet de maîtrise

s’intéresse particulièrement à 1’AO, qui survient chez 0,1 à 0,2% des patients traités

aux iECAs. Plusieurs études, dont celles effectuées dans notre laboratoire, se sont

penchées sur la compréhension de la physiopathologie de l’AO. Ainsi, Blais et

collaborateurs ont caractérisé le métabolisme de la BK et de la des-Arg9-BK dans le

sérum de patients ayant eu des épisodes d’AO alors qu’ils prenaient un iECA (Blais

et ai, 1999b). Cette étude a démontré chez certains patients que lorsque le plasma

était préincubé avec un iECA, la t½ de la des-Arg9-BK était plus longue, mais pas

celle de la BK. En 2002, une autre étude menée par Molinaro et collaborateurs a été

effectuée sur l’AO associé à la prise d’iECA (Molinaro et ai, 2002b). Ces auteurs

ont analysé le métabolisme de la BK et de la des-Arg9-BK endogènes en présence

d’un iECA chez des patients souffrant d’hypertension et ayant présenté des épisodes

d’AO (AO+). Les résultats ont été comparés à ceux d’un groupe témoin, c’est-à-dire

des patients souffrant d’hypertension mais n’ayant présenté aucun effet secondaire

associé à la prise d’iECA (AO-). Ils ont remarqué que la vitesse de dégradation de la

des-Arg9-BK était plus lente dans le plasma des patients AO+ comparativement aux

patients AO-. De plus, la t½ de la des-Arg9-BK était significativement plus longue

chez les patients AO±. Ils ont pu conclure qu’une anomalie dans la dégradation de la

des-Arg9-BK endogène existe dans le plasma d’individus présentant des épisodes

d’AO sous traitement d’un iECA, observation qui suggère que le mécanisme

pathogène est relié au site catabolique du métabolisme des kinines. Une section

complète de ce mémoire sera consacrée à la description de l’AO et le rôle de l’APP

dans le développement de cette anomalie.

7.2 L’effet des 1ECAs sur l’expression des métalloprotéinases et

des récepteurs des kinines au niveau oropharyngé

Une étude menée dans notre laboratoire portant sur l’expression des

métalloprotéinases et des récepteurs des kinines a permis d’évaluer chez des cochons

l’effet des iECAs sur l’expression de certains composants du système kallicréines

kinines dans les tissus oropharyngés, siège d’une forme mortelle d’AO (Moreau et al,

2005b). Une nouvelle technique de PCR en temps réel fut développée afin

d’effectuer une quantification relative de l’expression de l’EPN, l’APPm et les
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récepteurs des kinines, Bi et B2, au niveau tissulaire, soit dans la langue, les glandes

parotides, le tissu laryngé et rénal chez le porc. Les résultats de cette étude apportent

des données supplémentaires quant à l’expression et l’activité des kininases dans les

tissus oropharyngés chez le porc. Le traitement chronique mais non aigu d’iECA

module l’expression de l’ARNm de l’EPN et de l’APP, mais l’activité de ces

enzymes, ainsi que celle de l’ECA, était généralement stable dans les tissus. Le

traitement chronique d’iECA régulait positivement l’ARNm des récepteurs Bi et B2

des tissus orophaiyngés, et celui du récepteur Bi au niveau des cellules de

l’endothélium vasculaire lingual. Suite à l’activation du système de contact dans le

plasma, de plus grandes quantités de kinines immunoréactives, soit la BK et la des

Arg9-BK, étaient mesurées dans le plasma des cochons traités avec un iECA

comparativement au plasma des animaux du groupe témoin ou ceux traités au LPS.

Un des objectifs de ce mémoire sera de vérifier l’expression de l’APN, la DPPIV et

la kallicréine glandulaire chez ces mêmes groupes de cochons afin d’étudier

l’implication d’autres constituants du système kallicréines-kinines.

II Les angiooedèmes

1. Définition

L’AO en absence d’allergie représente encore un paradoxe médical. Cette

réaction inflammatoire locale se manifeste sous forme d’enflures aux niveaux facial,

laryngé, génital, infra abdominal ou encore aux extrémités comme les pieds et les

mains (Agostoni et al, 2004). L’AO représente un danger pour la vie si sa

localisation implique l’arbre respiratoire supérieure, principalement le larynx,

pouvant provoquer l’obstruction des voies aériennes.

En 1878, John Laws Milton fut le premier à défmir les symptômes de l’AO,

qu’il désigna comme «urticaire géant », chez 6 patients (Milton, 1876). Heinrich

Quincke à son tour décrivit un oedème aigu et circonscrit au niveau de la peau

(Quincke, 1882). En 1888, Sir William Osler distingua une forme héréditaire de

l’AO qu’il désigna sous le nom d’oedème angioneurotique (Osler, 1888). Il fut

également le premier à définir totalement les caractéristiques cliniques. Ensuite, 75

ans plus tard, Donaldson et Evans ont détecté des symptômes similaires chez des

patients qui présentent une déficience (fonctionnement anormal) de l’inhibiteur du
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premier composant du système du complément, le C1-INH (Donaldson et Evans,

1963). Au moment de leur publication en 1963, la nature de cette déficience était

inconnue, et en utilisant leur technique d’immunoélecfrophorèse permettant une

évaluation semi-qualitative, ils ont observé que ces patients avaient un déficit en Cl

IISIH. Depuis lors, plusieurs études ont été effectuées pour mieux comprendre les

aspects génétiques et pathophysiologiques ainsi que la gestion clinique appropriée de

l’AO de type non-allergène.

2. Classification

Il existe principalement deux types d’AO: l’angiooedème héréditaire (AOH)

qui constitue une affection génétique au niveau du C1-INH, et l’angiooedème acquis

(AOA) qui est caractérisé par la présence d’anticorps dirigés contre le C1-1NH, ou

par la prise de certains médicaments. Ces deux formes sont décrites de façon

détaillée dans les prochaines sous-sections.

2.1 L’angiooedème héréditaire

L’AOH est une affection génétique à transmission autosomale dominante à

forme hétérozygote exclusive (Davis, 2003). Ses variantes incluent le type I et le

type II qui sont tous deux associés à des mutations du gène codant pour le C1-INH,

localisé au chromosome 11 locus llql2-q13.l. Dans 85% des cas d’AOH, le déficit

est dû à une diminution de l’expression de C1-INH plasmatique, ce qui correspond

dans ce cas-ci à un AOH de type I (quantitatif). Un seul allèle est alors altéré ce qui

mène à des concentrations faibles en C1-TNH fonctionnel et antigénique. Dans 15%

des cas, les mutations provoquent une expression dysfonctionnelle de la

glycoprotéine Cl-TNH, correspondant alors à l’AO de type II (qualitatif) (Davis,

2003). La prévalence mondiale de l’AOH se situerait à environ 1/10 000 à 1/50 000

(Agostoni et Cicardi, 1992).

Comme il a été mentionné précédemment, le Cl -TNH représente le seul

inhibiteur in vivo du premier composant de la cascade du complément, et est un

facteur important pour l’inactivation du système de contact du plasma via l’inhibition

du facteur XII et de la kallicréine (Davis, 2003). Le C1-JNH agit également sur le

système fibrinolytique en bloquant l’activité de la plasmine (Harpel et Cooper,

1975). Il a été démontré que ces deux systèmes étaient instables chez des patients
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déficients en C1-INH (Landerman et ai, 1962; Niisson et Back, 1985). En effet, une

activation non contrôlée du système de contact permet d’initier ia cascade qui produit

de la 3K, d’où une augmentation de la perméabilité vasculaire et la manifestation

d’un AO (Davis, 2003). Différentes études ont d’ailleurs prouvé que l’activation du

système de contact se produisait effectivement durant une crise d’AO (Schapira et ai,

1983; Curd et al, 1980; Fields et ai, 1983).

Selon une étude expérimentale in vitro, l’activation du système fibrinolytique

avec génération de plasmine, observée durant une crise aiguè d’AO de forme

héréditaire (Cugno et ai, 1993), potentialiserait la production de BK par l’hydrolyse

du KHPM par la kallicréine (Kleniewski et al, 1992). Ainsi, les agents

antifibnnolytiques sont parfois utiles pour traiter les AO causés par une déficience en

C1-INH. De plus, Davis a démontré que chez la souris présentant une anomalie pour

le gène du C1-INH, l’augmentation de la perméabilité vasculaire est renversée par

trois traitements, soit le C1-INH lui-même, le DX88 qui est un inhibiteur de la

kallicréine plasmatique, ou le Hoel4O qui constitue un antagoniste des récepteurs B2

(Davis, 2003). De plus, la perméabilité vasculaire n’était pas accrue chez les souris

présentant une anomalie à la fois pour le C1-INH et les récepteurs B2. Selon ces

différents résultats, il apparaît donc évident que la 3K joue un rôle important dans la

physiopathologie de l’AOH.

2.2 L’angiooedème acquis

L’AO causé par une déficience acquise de Cl-1NH, référée à l’AOA, fut

d’abord décrite par Caldwell et collaborateurs (Caldwell et al, 1972). Les

manifestations cliniques de l’AOA s’apparentent à celles de 1’AOH et ses

caractéristiques sont la déplétion en C1-INH ainsi que l’activation incontrôlée de la

voie classique du système du complément (Melamed et ai, 1986). En conséquence,

les patients développant des crises d’AO de nature acquise ont des niveaux ou des

activités presque indétectables en Cl-1NH, C4, C2, Clq, Cis et Cir.

Il existe principalement cinq formes d’AOA: associé à un désordre

lymphoprolifératif avec consommation du C1-INH (Kaplan, 2001), associé à un

déficit autoimmun (Kaplan, 2001), de nature médicamenteuse secondaire à la prise

d’oestrogènes (Binldey et Davis, 2000) ou de certains médicaments anti

hypertenseurs, comme les iECAs (Sigler et ai, 1997), et enfin de nature idiopathique.
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2.2.1 L’angiooedème associé à un désordre lymphoprolifératif avec

consommation du C1-INH

Cette forme d’AO fut décrite chez des patients ayant présenté un lyrnphome

et qui présentaient des niveaux faibles d’IgM et de C1-INH (Kaplan et Greaves,

2005). La déplétion des niveaux de C1-INH pourrait être causée secondairement par

la présence de complexes immuns ou l’interaction entre le composant Cl avec un

antigène de la surface d’une cellule tumorale (Caldwell et ai, 1972 ; Hauptmann et ai,

1976; Schreiber et al, 1976). Par exemple, pour le lymphome des cellules B, qui

correspond au type de lymphome malin le plus commun, la fixation du Cl et la

diminution des niveaux de C1-1NH sont causées par un anticorps lié à

l’immunoglobuline présente à la surface des cellules B (Geha et al, 1985).

2.2.2 L’angiooedème associé à un désordre autoimmun

En 1986, des autoanticorps dirigés contre le C1-INH et altérant la fonction de

celui-ci, furent détectés pour la première fois chez des patients manifestant des crises

d’AOA (Jackson et ai, 1986). Même si le mécanisme exact impliqué dans cette

anomalie demeure controversé, ces autoanticorps semblent accroître le clivage du

Cl-INH via l’action de protéases cibles, ceci provoquant alors une activation non

contrôlée du système du complément et une libération de kinines par le système de

contact (Malbran et ai, 198$ ; Jackson et ai, 1989 ; He et ai, 199$).

2.2.3 L’angiooedème associé à la prise d’oestrogènes

Les épisodes d’AO associés à la prise d’oestrogènes (AOO) sont

cliniquement semblables à ceux observés dans les manifestations d’AOH, à la

différence que ces épisodes apparaissent seulement lors d’une grossesse ou lors

d’usage d’oestrogènes exogènes, tels que la prise de contraceptifs oraux ou d’une

substitution hormonale (Binkley et Davis, 2000). L’étude de ce type d’AO a pu être

possible grâce à la découverte d’une famille dont certains membres féminins ont

développés des crises d’AO en présence de fortes concentrations d’oestrogènes

uniquement (Binldey et Davis, 2000). Ces femmes, faisant partie de trois

générations, présentaient des symptômes identiques à ceux de l’AOH se manifestant

entre 14 à 21 jours après la conception jusqu’à l’accouchement, ou encore entre 7 à
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14 jours après l’usage de contraceptifs oraux ou d’oestrogènes dans une thérapie de

substitution hormonale. Les niveaux de C1-INH, C4, pré-kallicréine, facteur XII et

de IU-IPM, ainsi que la fonction du Cl-TNH ont été analysés durant les périodes

asymptomatiques où les niveaux d’oestrogènes demeuraient stables; ils étaient tous

normaux.

Cette même équipe de recherche a mené d’autres investigations portant sur

l’étude des hormones sexuelles afin de comprendre leur lien avec le développement

d’une crise d’AO (Binkley et Davis, 2000). Les hormones sexuelles, comme les

oestrogènes et les androgènes, influencent la concentration de Cl-TNH et ont des

effets opposés sur l’expression de cette protéine. En effet, les androgènes

augmentent les niveaux de C1-INH, réduisant les attaques d’AO. Ils constituent

alors une thérapie pour ces patients; le Danatrol® en est un exemple. Sachant que le

gène du C1-INH peut contenir des mutations, la région régulatrice en 5’ ainsi que les

exons du gène du Cl -INH ont été séquencés afm de découvrir une mutation qui

pourrait altérer l’élément de réponse aux androgènes. Ils n’ont pourtant trouvé

aucune anomalie ni dans la région régulatrice en 5’, ni dans les séquences codantes

du gène Cl-ll”JH chez les personnes affectées (Binldey et Davis, 2000). La région en

5’ du gène du facteur XII, qui contient un élément de réponse aux oestrogènes, fut

également séquencée, mais aucune anomalie ne fut identifiée.

Une autre étude, réalisée par Bork et collaborateurs, fut effectuée auprès de

36 patientes ayant présenté des épisodes d’AO avec des symptômes semblables

(Bork et al, 2000). Ces femmes étaient réparties sur dix familles, leur âge variait et

les attaques se manifestaient de façon irrégulière. Chez dix de ces patientes, les

crises survenaient plus fréquemment lors de la prise de contraceptifs oraux et une

patiente présentait des symptômes d’AO seulement lors d’une grossesse. Les

niveaux de Cl-INH et de C4 étaient normaux autant lors de crises que lors des

périodes asymptomatiques.

Bien qu’il a été démontré que les oestrogènes augmentent l’expression du

facteur XII de la voie de la coagulation (Gordon et ai, 1980 et 1988; Jespersen et

Kluft, 1985; Farsetti et ai, 1995), ainsi que de la prékaliicréine (fossum et ai, 1994),

la nature exacte de l’AO n’est toujours pas élucidée à ce jour. Toutefois, les

enzymes impliquées dans la dégradation des kinines, particulièrement l’APP,

possèdent encore un râle prépondérant dans la physiopathologie de l’AO. Ceci est

expliqué en détail dans la section suivante.
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2.2.4 L’angiooedème associé à la prise d’iECA

En ce qui a trait à l’AO associé à la prise d’iECA, plusieurs travaux de

recherche ont permis de mieux comprendre le mécanisme impliqué dans cette

manifestation pathologique. Les symptômes cliniques de ce type d’AO sont associés

à des concentrations élevées de kinines dans le plasma. Toutefois, on n’a observé

aucune augmentation de l’hydrolyse du précurseur de la BK, le KHPM,

contrairement aux formes héréditaires d’AO (Nussberger et aI, 1998 ; Cugno et al,

2003).

Des travaux effectués à notre laboratoire ont permis de prouver que la

diminution du métabolisme de la BK était une cause plus probable qu’une

augmentation de la synthèse de la BK lors de crises d’AO associés à la prise d’iECA.

Une première étude a démontré qu’une anomalie enzymatique reliée au catabolisme

de la des-Arg9-BK était détectée chez la moitié des patients ayant développé des

crises d’AO survenus par la prise d’iECA (Blais et al, 1999b). Il a ensuite été établi

chez ce même type de patients que l’activité de l’APP dans le plasma était

significativement plus faible ce qui est associé à une diminution notoire de la

dégradation de la des-Arg9-BK (Adam et al, 2002; Molmaro et al, 2002b). La

conclusion de ces études porte à croire que les individus ayant une faible activité

d’APP seraient prédisposés à développer des épisodes d’AO lors d’un traitement

d’iECA, étant donné que cette kininase joue le rôle capital dans le catabolisme de la

BK lorsque l’ECA est inhibée.

Une étude a identifié un génotype important au niveau du gène XPNPEP2,

localisé au chromosome 10q25.1 (Sprinkle et aÏ, 2000) et qui code pour l’APPm. Ce

génotype serait impliqué de façon majeure dans le contrôle de l’activité de l’APP

(Duan et ai, 2005). Une mutation a été détecté au niveau d’un nucléotide à la

position -2399 du gène (C-2399A SNP). Un criblage de ce gène fut effectué chez

des patients avec des antécédents d’AO par prise d’iECA (20 patients).

Comparativement à des individus sains, l’étude a démontré une association entre

cette mutation et le déclenchement de crises d’AO (Duan et al, 2005). Cette

découverte prouve qu’une mutation du gène de l’APPm est associée à une

diminution de l’activité de l’APP et à une plus forte incidence à développer un AO

par prise d’iECA chez certains individus.
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2.2.5 L’ angiooedème idiopathique

Dans une récente étude, Cicardi et collaborateurs ont décrit les symptômes de

patients ayant développé des épisodes d’AO, mais ayant des concentrations normales

des différents composants du système du complément, n’ayant pas d’antécédant

d’AO suite à la prise de certains médicaments et dont les symptômes ne pouvaient

être traités par l’administration d’antihistaminique (Cicardi et al, 1999). Leurs

symptômes ressemblaient toutefois à ceux des patients angiooedèmateux qui ont des

anomalies pour le Cl-1NH. On considère maintenant ces patients comme faisant

partie du sous-groupe «AO idiopathique non-histaminique », dont la nature demeure

inconnue à ce jour (Agostoni et al, 2004).
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BUTS DU TRAVAIL

Ce projet de maîtrise s’inscrit dans le contexte des travaux consacrés à l’étude

du rôle des ldnines dans la physiopathologie des différents types d’AO. En utilisant

l’expertise et les méthodes analytiques appropriées, trois principaux aspects seront

traités afin de mieux comprendre cette affection:

1- Le rôle des kinines plasmatiques dans les AO acquis associés à ]a prise

d’oestrogènes. Nous définirons le métabolisme des kinines dans des échantillons de

plasma prélevés chez des patientes ayant présenté des épisodes d’AO lors de la prise

de la pilule contraceptive. Pour ce faire, nous appliquerons une méthode développée

à notre laboratoire et nous compléterons cette approche par le dosage de différentes

peptidases impliquées dans le métabolisme des kinines, à savoir l’ECA, l’APP, la

CPN, la DPPIV et l’APN.

2- L’implication des ldnines urinaires chez des patients ayant présenté

des épisodes d’AO de nature idiopathique. Les investigations au niveau

plasmatique seront complétées par le dosage des kinines dans des échantillons

d’urine prélevés suite à un épisode aigu d’AO. La caractérisation des différentes

kinines sera effectuée grâce à la technique de chromatographie liquide à haute

performance (HPLC) et sera comparée aux kinines présentes dans les urines d’un

groupe témoin.

3- La mesure de l’expression de certains constituants du système

kallicréines-ldnines au niveau du tissu oropharyngé chez le porc. En parallèle,

nous développerons une approche par PCR en temps réel pour le dosage de l’ARNm

de l’APN, la DPPIV et de la kallicréine glandulaire dans les tissus oropharyngés de

porcs, siège de l’AO.

Nous croyons pouvoir apporter des éléments nouveaux quant à la

compréhension de la physiopathologie de l’AO, particulièrement le rôle des

ldnines et leur métabolisme tant aux niveaux plasmatique, urinaire et tissulaire.
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MÉTHODOLOGIE

Matériel et réactifs

La BK et la des-Arg9-BK ont été obtenues chez Peninsula Laboratories

(Belmont, CA, USA). La dansyl-Ala, l’o-phénylènediamine, le Tween 20, le DMSO

et le peroxyde d’urée proviennent de Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada). Les

substrats Gly-Pro-pNA pour la DPPIV et H-Ala-pNA pour 1’APN proviennent de

Bachem California Inc. (Torrance, CA, USA). L’éthanol anhydre de pureté HPLC a

été acheté d’American Chemicals (Montréal, QC, Canada). L’eau purifiée déionisée

a été obtenue de la compagnie Les eaux Saint-Léger (Boucherville, QC, Canada).

Les plaques de 96 puits proviennent de Corning Incorporated (Corning, NY, USA).

L’acide trifluoroacétique (TFA) a été obtenu chez Pierce (Rockford, IL, USA). Les

amorces de PCR ont été synthétisées par Biocorp Inc. (Montréal, QC, Canada). Tous

les autres réactifs, tels que l’acétonitrile de pureté HPLC, proviennent de Fisher

Scientific (Montréal, QC, Canada), à moins d’indication contraire.

I Rôle des kinines dans les angiooedèmes acquis induits

par les oestrogènes

Le projet a été autorisé par les comités d’éthique de l’Université de Grenoble

et de l’Université de Montréal.

1. Échantillons de plasma

1.1 Angiooedème associé à la prise d’oestrogènes

Les échantillons sanguins ont été prélevés à 44 patientes atteintes d’AO

associé à la prise d’oestrogènes (AOO) à titre contraceptif. Une première prise de

sang a été effectuée au moment de l’épisode d’AO, et une deuxième trois semaines

après avoir cessé la prise du médicament anovulatoire. Des échantillons de plasma

citraté nous ont été fournis par le Dr. Christian Drouet du Centre Hospitalier

Universitaire (CHU) de Grenoble. Les patientes ont fournis un consentement libre et
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éclairé et leur confidentialité à été maintenue. Le plasma a été conservé à —80°C

dans des tubes de polypropylène jusqu’au moment des mesures biochimiques.

1.2 Angiooedème héréditaire de type I

Des échantillons de plasma citraté ont été obtenus chez des patientes (n 32)

atteintes d’AO héréditaire de type I traitées (n= 18) ou non ( n= 14) par Danatrol®.

Ces échantillons nous ont également été fournis par le Dr. Christian Drouet sous les

mêmes conditions telles que décrites dans la section 1.1.

2 Métabolisme des kinines exogènes

2.1 Incubation

Un volume de 350 tl de plasma a été incubé avec 3,5 tl de BK exogène à

une concentration finale de 471 nM à 37°C avec agitation. Des aliquots de 25 .cl de

plasma ont été prélevés à différents temps d’incubation, soit 0, 40, 60, 80, 100, 120,

180, 300, 420, 540 et 720 secondes. Deux millilitres d’une solution d’éthanol

anhydre à une concentration finale de 80% (v/v) ont été ajoutés pour arrêter la

réaction. Les échantillons ont été gardés à 4°C pour assurer la précipitation des

protéines, puis centrifugés (4°C, 15 minutes, 1750 x g). Le surnageant a ensuite été

décanté et évaporé à sec dans un $peed Vac (Savant, Farmingdale, NY, USA). Les

culots ont été conservés à -20°C. Cette méthode a été développée et validée

précédemment (Cyr et al, 2001).

2.2 Quantification des kinines

Les culots des extraits éthanoliques évaporés ont été remis en solution dans

un tampon d’incubation (Tris-HCI 50 mM, NaC1 100 mM, Tween 20 0,05% v/v, pH

7,4). Les kinines BK et des-Arg9-BK ont été dosées en employant deux techniques

d’immunoessais compétitifs précédemment décrites et validées (Décarie et al, 1994;

Raymond et al, 1995). Ces techniques utilisent des immunoglobulines G (IgGs)

polyclonales de lapin hautement spécifiques à la partie carboxy-terminale de la BK

ou de la des-Arg9-BK, ainsi qu’un traceur non radioactif qui consiste en BK ou des-
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Arg9-BK couplée à la digoxigenin-3 -0-methylcarboxyl-E-aminocaproic-acid-N-

hydroxysuccinimide ester (DIG-OSu).

Des plaques de 96 puits étaient recouvertes d’IgGs anti-BK ou anti-des-Arg9-

BK (100 ng/puits) dans un tampon de fixation (bicarbonate 100 mM, pH 9,5) et

incubées pendant toute une nuit à 4°C. Après 5 lavages effectués pour éliminer les

IgGs non fixées, les plaques étaient saturées avec le tampon d’incubation pendant 2

heures à 37°C. Après une autre étape de lavages, la réaction de compétition était

effectuée. Elle consiste en une compétition de BKIdes-Arg9-BK de la courbe de

calibration ou de l’échantillon avec son traceur respectif pour les anticorps fixés sur

le support solide. Après une incubation de 1$ heures à 4°C et une autre série de

lavages, les complexes immuns (Ac-BK-DIG ou Ac-des-Arg9-BK-DIG) réagissaient

avec des fragments Fab anti-digoxigénine couplé à la peroxydase de Raifort (HRPO),

et ce pendant 2 heures d’incubation à 37°C. Après une dernière étape de lavages,

l’activité enzymatique de HGPRO était mesurée avec une solution d’o

phénylènediamine (1 mg/ml) dans un tampon citrate (citrate de sodium 50 mM, acide

citrique 30 mM, peroxyde d’urée 0,1% p/v, pH 5,0). Pour chaque puit, l’absorbance

était mesurée à 450 nm avec une longueur d’onde de référence à 630nm (Bio-Tek

Instrument, Winoosld, VT, USA).

2.3 Calcul de la demi-vie des kinines

La constante (k) d’hydrolyse des kinines (S) était obtenue par une équation de

premier ordre S = Soet. La demi-vie était calculée selon l’équation t½ = ln(2)/k

(Moore et Pearson, 1981).

3 Dosage des métallopeptidases plasmatiques

3.1 Aminopeptidase P (APP)

L’activité de l’APP est mesurée en fonction du temps dans des plaques de 96

puits (Costar 1.3V plate 3635; Corning, Corning, NY, USA). La technique utilisée a

été développée récemment à notre laboratoire par Molinaro et collaborateurs

(Molinaro et al, 2005). Le substrat utilisé est un peptide à fluorescence quenchée, le

K(Dnp)PPGK(Abz), dissout dans du DMSO 100%, pour obtenir une concentration

finale de 10 mM et conservé à -20°C. Un volume de 10 il de plasma et 125 tl de
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tampon HEPES (acide 4-(2-hydroxyethyl)- 1 -piperazineethanesulfonique, 100 mM,

pH 7,4) est disposé et incubé pendant 15 minutes à 37°C. Quinze .tl de substrat

préalablement incubé à 37°C sont alors ajoutés à chaque puit. L’intensité de la

fluorescence émise est lue en fonction du temps (longueur d’onde d’excitation: 340

nm, longueur d’onde d’émission: 420 nm) par un lecteur de plaque (FL600

microplate fluorescence plate reader; BioTek, Winoosld, VT, USA). Une unité

d’activité enzymatique correspond à une pmol de K(Dnp)PPGK(Abz) hydrolyzé par

minute et par millilitre de plasma.

3.2 Enzyme de conversion de l’angiotensine T (ECA)

L’activité de l’ECA a été quantifiée au moyen d’une méthode

radioenzymatique (Angiotensin-Converting Enzyme 3H-REA, ALPCO, Windham,

NH, USA) en suivant les instructions du manufacturier. Cette technique mesure

l’hydrolyse d’un substrat synthétique, le glycine-glycyl-[3H]-hyppuiyl, en acide [3H]-

hippurique et en dipeptide glycyl-glycine. Le solvant d’extraction sépare l’acide

{3H]-hippurique du substrat n’ayant pas réagi. La radioactivité de l’acide {3H]-

hippurique est mesurée par scintillation dans un compteur bêta. L’activité de l’ECA

est exprimée en unités ECA. Une unité ECA correspond à la libération d’un nmol

d’acide [3H] -hippuriquc/min/ml de plasma.

3.3 Carboxypeptidase N (CPN)

L’activité de la CPN a aussi été déterminée par fluorescence en employant

une version modifiée (Blais et al, 1 999a) de la technique décrite précédemment par

Skidgel (Slddgel, 1995). Un volume de 20 j.il de plasma est incubé à 37°C pendant

70 minutes avec une solution de dansyl-Ala-Arg à une concentration finale de 0,2

mM dans un tampon HEPES 0,1 M à un pH de 7,4, le volume total étant de 250 jil.

La réaction est arrêtée en ajoutant 150 pi d’un tampon citrate (acide citrique 1 M, pH

3,1). Le dansyl-Ala libéré est ensuite extrait avec un volume de 3 ml de

chloroforme. Après centrifugation (15°C, 10 minutes, 200 x g), la phase aqueuse est

éliminée et la fluorescence de la phase cifioroformique est mesurée à une longueur

d’onde de 490 nm (longueur d’onde d’excitation: 340 nm). Une unité enzymatique

de CPN correspond à une nmol de dansyl-Ala libéré/min!ml de plasma.
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3.4 Dipeptidyl peptidase IV (DPPIV)

Une méthode spectrophotométrique en fonction du temps a été utilisée pour

mesurer l’activité de la DPPIV. Vingt tl de plasma sont préincubés avec 130 !.tl de

tampon Tris-HCÏ (50 mM, pH 8,3) dans les puits d’une plaque de 96 puits (Nunc

Immuno Plate Poly SorpTM, Coming) pendant 15 minutes à 37°C. Cinquante j.t1 de

substrat Gly-Pro-pNA (2 mM), préincubé à 37°C, sont alors ajouté dans chaque puit.

L’absorbance est mesurée à 405 nm en fonction du temps (Bio-Tek Instrument,

Winoosld, VT, USA), toutes les 5 minutes pendant 30 minutes à 37°C. Une unité

d’activité DPPIV correspond à une nmol de substrat hydrolysé/mllmin.

3.5 Aminopeptidase N (APN)

L’activité de l’APN est mesurée par une méthode similaire à celle de la

DPPIV (section 3.4). Vingt jil de plasma ajoutés à 130 111 de tampon PBS

(phosphate buffer saline, pH physiologique) dans des plaques de 96 puits (idem

DPPIV) sont incubés avec 50 tl de substrat H-Ala-pNA à une concentration de 5

mM, à 37°C. L’absorbance est mesurée en fonction du temps à 405 nm (Bio-Tek

Instrument, Winooski, VT, USA). Une unité enzymatique d’APN correspond à une

nmol de substrat hydrolysé/ml/min.

4. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée par le Professeur Yves Lepage du

département de Mathématiques et de statistique. La moyenne et l’erreur standard

moyenne ont été calculées pour les différents paramètres mesurés (activité

enzymatique de l’APP, DPPIV, ECA, CPN et l’APN ainsi que pour la t½ de BK et

de des-Arg9-BK). Une analyse de variance à un facteur groupe à trois niveaux a

permis d’évaluer l’effet du contraceptif sur ces moyennes à l’intérieur du groupe

AOO. Une approche identique a été utilisée pour comparer le groupe AOO avec

arrêt du médicament et les patientes atteintes d’AOH. Lorsque l’analyse de variance

révélait une différence significative entre la moyenne des groupes (p< 0,05), des

contrastes de Tukey permettaient d’identifier entre quels groupes se situait la

différence.
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II Analyse des kinines urinaires chez les patients ayant

développé un épisode d’angiooedème de nature

idiopathique

1. Échantillons d’urine

Les échantillons ont été fournis par le Dr. Christian Drouet du CHU de

Grenoble. L’urine de patients angiooedêmateux a été récoltée dans le décours d’un

épisode d’AO sur une solution d’acide chlondrique (HCI 6N) afin de maintenir un

pH inférieur à 2.0. Après centrifugation, les échantillons urinaires ont été conservés

à -80°C jusqu’au moment des mesures biochimiques.

Des échantillons d’urine ont également été obtenus d’un groupe de 10

hommes et 10 femmes n’ayant pas connu d’épisodes d’AO. Ceux-ci ont été récoltés

et conservés dans des conditions identiques.

2 Purification des kinines urinaires par chromatographie

hydrophobe

Un ml d’urine fut purifié à l’aide une colonne de Sep-Pak Vac C8 (125

Water Corporation, Milford, MA, USA) équilibrée dans le TfA 0,1%. Après deux

lavages successifs avec 3 ml de TfA 0,1% et 3 ml d’une solution d’acétonitrile 10%

dans le TFA 0,1%, les kinines ont été éluées par une solution contenant 40%

d’acétonitrile dans le TFA 0,1%. Les échantillons ont alors été évaporés à sec dans

un Speed Vac (Savant, farmingdale, NY, USA).

3 Dosage des kinines urinaires

Le dosage des kinines a pu être effectué en suivant la technique

précédemment décrite à la section 2.2. Les concentrations des kinines urinaires sont

corrigées par rapport à la concentration de créatinine.
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4 Caractérisation des kinines immunoréactives par HPLC

Les extraits secs contenant des kinines immunoréactives sont remis en

suspension dans 200 tl d’une solution de KH2PO4 (5 mM, pH 3,0) et 25%

d’acétonitrile avec 1% de H3P04. La séparation sur HPLC des différentes kinines est

réalisée au moyen d’un système Agilent 1100 Series (Agitent Technologies Canada,

Mississauga, Canada) à l’aide d’une colonne de 2-sulfoéthyl aspartatim

(P01ySULFOETHYL A TM, The Nest Group in $outhboro, MA) en utilisant un

gradient de KCL (0 à 300 mM) dans une solution de KH2PO4 (5 mM, pH 3,0) et 25%

d’acétonitrile (v/v) pendant 30 minutes à un débit de 1 mL/min. Les fractions éluées

sont collectées et évaporées au Speed Vac avant la quantification des kinines

immunoréactives comme décrit sous la section 2.2.

III Régulation de l’expression de certains constituants du

système kallicréines-ldnines au niveau du tissu oropliaryngé

chez le porc

Cette partie du projet constitue la suite d’une étude effectuée à notre

laboratoire par Marie Eve Moreau et collaborateurs (Moreau et ai, 2005b). Au

moment de ce projet de maîtrise, les tissus d’animaux avaient préalablement été

prélevés et conservés à -80°C dans du RNA Later (Ambion, Austin, TX, USA).

Toutefois, à des fins de compréhension, nous décrivons le modèle animal utilisé.

1 Modèle animal

Des cochons mâles au nombre de 24, provenant d’une espèce croisée

(Yorkshire x Landrace), âgés d’environ deux mois et pesant 16,1 ± 1,6 kg

provenaient d’une ferme dépourvue d’agents pathogènes spécifiques. Ils étaient

gardés dans une pièce isolée.

Le protocole expérimental a été approuvé par le comité d’éthique de la

faculté de médecine vétérinaire de l’Université de Montréal. Les 24 animaux étaient

séparés aléatoirement dans 4 groupes différents (i) un groupe ayant reçu une seule

injection d’iECA (injection intraveineuse de 100 tg/kg d’enalaprilat) aussi appelé

groupe aigu; (ii) un groupe ayant reçu une administration d’iECA sur une période de

7 jours (comprimé d’enalapril 20 mg administré oralement à toutes les 12 heures),
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aussi appelé groupe chronique; (iii) un groupe ayant reçu une injection de LPS

provenant d’une souche d’Escherichia cou (sérotype 0111:34 ; une seule dose

intraveineuse de 5tg/kg dissout dans imi de NaC1 0,9%); et (iv) un groupe

d’animaux n’ayant reçu aucune administration, ou groupe témoin. À la fin des

expérimentations, tous les animaux étaient cuthanasiés par une injection létale

intraveineuse de pentobarbital sodique (540 mg/ml). Le groupe aigu a été euthanasié

4 heures après l’injection d’enalaprilat, le groupe chronique l’a été le matin du

jour et les animaux administrés au LPS ont été sacrifiés 6 heures après l’injection de

LPS. Deux cochons du groupe témoin furent euthanasiés au même moment pour

chaque groupe d’animaux ayant reçu une administration soit d’iECA ou de LPS.

2 Isolation de l’ARN des tissus

L’ARN total a été isolé de la langue et du tissu rénal en employant le réactif

TRIzol ainsi qu’un kit RNAqueous®-4PCR (Ambion, Austin, TX, USA) selon les

instructions du manufacturier et conune décrit précédemment (Moreau et al, 2005b).

Environ 50 mg de chaque tissu fut homogénéisé dans 1 ml de TRIzol. Un volume de

200 jil de chloroforme était alors ajouté aux échantillons pour extraire les lipides.

Après centrifugation, la phase acqueuse était récupérée et 250 ul d’une solution

«lysis-binding» fournie dans le kit RNAqueous®-4PCR étaient ajoutés selon le

protocole du fabricant. Après une étape de lavage et l’ajout de 50 tl d’une solution

d’élution, un microlitre d’une solution de DNase I était ajouté aux échantillons

d’ARN dans le but d’éliminer toute trace d’ADN génomique. Les échantillons

d’ARN étaient ensuite incubés, centrifugés et conservés à -80°C.

3 Transcription inverse (RT) et Réaction de polymérase en

chaîne en temps réel (RT-PCR)

La quantité totale d’ARN, soit environ 0,5 jig, a été transcrite en ADN

complémentaire (ADNc) en utilisant 50 U de transcriptase inverse (Virus de

leucémie Moloney-murine, Applied Biosystems, Foster City, CA) et 5 jiM

d’oligo(dT)16 comme amorce. La quantification de l’ARN transcrite en ADNc a été

effectuée par PCR en temps réel utilisant l’appareil LightCycler 2.0 (Roche

Diagnostics, Maimbeim, Germany) où 2 il d’ADNc sont portés à un volume final de
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20 pi avec une solution contenant du MgCI2 (2 mM), des amorces (concentration

finale: 0,7 tM) (voir tableau 2), 2 il de $YBR-Green (LightCycler-Fast$tart DNA

SYBRGreen I Mix, Roche Diagnosis) et de l’eau. Après l’activation de l’ADN

polymérase à 95°C pendant 10 minutes, les conditions d’amplification suivantes sont

appliquées: 47 cycles, chacun étant constitué de trois étapes: la dénaturation (95°C,

15 s), l’hybridation (62°C, 5 s) pour le gène de référence (glycéraldéhyde-3-

phosphate déhydrogénase, GAPDH) et la DPPIV (langue), (55°C, 5 s) pour l’APN,

la DPPIV (rein) et la KG, et l’élongation (72°C). Le temps d’élongation est calculé

selon la longueur de l’amplicon (paires de base/25). L’acquisition de la fluorescence

est donnée à la fin de chaque étape d’élongation. Suite aux cycles d’amplification,

une courbe de fusion est donnée par une acquisition de fluorescence continue, de 65

à 98°C. Cette étape permet de valider la spécificité de nos produits de PCR par la

visualisation de cette courbe donnée par le logiciel. Des courbes standard furent

effectuées pour chacun des amorces pour la quantification relative des produits

spécifiques de PCR. L’efficacité de la réaction (E) correspondant à la phase

exponentielle d’un cycle fut calculée par le logiciel de l’appareil selon l’équation:

E l0[-1/pente] (Pfaffl, 2001).

Longueur du
de I’amplicon

Gènes Séquences nucléolitiques (5—*3) (pb)

GAPDH F834: ACT TCG GCA TCG TGG AAG GAC T 500
R1334: GGT CCA GGG GCT CTT ACT CCT T

APN F1783: TGG ATT GTT CCC ATC TCA TCT ATT W 172
Ri 954: TCC AGT TGT CCT CGT CG

DPPIV F1130: ATG A’G AGG GCT ACA AAC AC 162
R1291: GAT TTC TTC CTC CTG GCAT

KG F533: TCA CTC TCC TGC AGA ATA CG 150
R682: TCC CTT GCC ACA TAC CG

Tableau 2. Séquences nucléolitiques des amorces sens et antisens (forward

(F) et reversc(R)).
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4 Quantification relative

La quantification relative de l’expression de gènes cibles (APN, DPPIV et

KG) fut effectuée au moyen du modèle mathématique présenté ci-dessous (Pfaffl,

2001) qui évalue l’efficacité de la réaction de PCR du transcrit cible et de la

déviation du «crossing point» (Cp), calculé selon la méthode de seconde dérivée,

d’un témoin et d’un échantillon inconnu normalisé par le transcrit de référence. Le

ratio calculé selon cette équation détermine la quantification relative d’un gène

d’intérêt comparé à un gène de référence.

E
CpR(s)

R

Log Ratio Normalisé =

E
CpT(s)

T

Dans cette équation, E représente l’efficacité de la réaction; R correspond au gène de

référence; CpR est le «crossing point» du gène de référence; S représente

l’échantillon de tissu; T correspond au gène d’intérêt; et CpT est le «crossing point»

du gène d’intérêt. Une transformation logarithmique est appliquée au ratio normalisé

afin de stabiliser les variances.
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PRÉSENTATION ET ANALYSE DES RÉSULTATS

I Métabolisme des kinines dans les angiooedèmes chez des

patientes ayant développé des crises d’AO associées à la prise de

contraceptifs oraux

1. Peptidases plasmatiques impliquées dans le métabolisme des kinines

L’activité enzymatique des différentes peptidases responsables du

métabolisme des kinines a été mesurée dans le plasma des patientes ayant présenté

des crises d’AO pendant La prise de contraceptifs oraux à 2 moments différents

période où le médicament était administré (groupe oestrogènes +, n = 40) et après un

sevrage de 3 semaines de la contraception orale (groupe oestrogène -, n = 36). Tel

qu’ilLustré à la figure 6, aucune différence significative n’a pu être mesurée entre les

deux groupes pour l’ECA (35 ± 2 vs 37 ± 2 unités, p= 0,66), la CPN (69 ± 2 vs 63 ±

3 unités, p= 0,858), la DPPIV (20 ± 1 vs 21 ± 1 unités, p= 0,284) et l’APN (35 ± 1 vs

34 ± 1 unités, p= 0,65 3).

80

70

• oestrogène +60
oestrogène

50

40

3°’

. 20

10 -

0-

Figure 6. Moyenne de l’activité enzymatique des différentes peptidases

plasmatiques (ECA, CPN, DPPIV et APN) chez le groupe de

femmes sous prise de contraceptifs oraux comparativement au

groupe ayant cessé le médicament.

DPPIV APN



48

De même, la prise de contraceptifs oraux ne semble pas influencer les valeurs

d’APP, puisque l’activité enzymatique mesurée lors de la période où le médicament

était administré (382 ± 40 unités) n’était pas statistiquement différentes (p= 0,159) de

celle mesurée après arrêt du traitement (322 ± 31 unités) (figure 7).
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Figure 7. Moyenne de l’activité enzymatique de l’APP plasmatique des

femmes ayant développé des crises d’AO lorsque recevant un

contraceptif oral.

2. Demi-vies de dégradation de la BK et la des-Arg9-BK exogènes dans le

plasma de patientes atteintes d’AO associé à la prise de contraceptifs oraux

La figure 8 illustre la moyenne des t½ plasmatiques de la BK exogène

incubée dans le plasma des patientes atteintes d’AO, prélevé pendant et après l’arrêt

du médicament anovulatoire. Ces résultats montrent qu’il n’existe aucune différence

significative de t’/2 de dégradation de la BK entre les deux conditions (91 ± $ vs 91 ±

10 secondes, p= 0,107).

APP
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Figure 8. Moyenne des t½ de dégradation de la BK exogène ajoutée au

plasma de patientes ayant présenté des épisodes d’AO suite à la

prise de contraceptifs oraux.

Par contre, la t½ de dégradation de la des-Arg9-BK dans le plasma du groupe

oestrogène + (907 ± 81 secondes) était plus longue (p= 0,041) que dans le plasma du

groupe oestrogène — (654 ± 62 secondes).
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Figure 9. Moyenne des t½ de dégradation de la des-Arg9-BK exogène

incubée dans le plasma de patientes atteintes d’un AO induit par

un contraceptif oral (oestrogène ÷ vs oestrogène ). (* p= 0,041)
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3. Comparaison des activités des peptidases plasmatiques et des t½ de

dégradation des kinines exogènes entre les femmes ayant développé des crises

d’AO lors de la prise d’un contraceptif oral et les femmes atteintes d’un

angiooedème héréditaire (AOH).

Tel que représenté à la figure 10, une différence significative entre les deux

types d’AO n’a été relevée que pour la DPPIV (oestrogène + vs AOH: 20 ± 1 vs 23 ±

I unités, p= 0,020; oestrogène — vs AOH: 21 ± I vs 23 ± 1 unités, p= 0,024).

Aucune différence significative n’a été observée pour L’activité des autres peptidases

mesurées entre les patientes AOO et AOH (ECA: 41 ± 2 unités, p= 0,06 ; CPN : 66

± I unités, p= 0,135 ; APN: 32 ± I unités, p= 0,284; APP: 366 ± 55 unités, p=

0,570) (figures 10 et Il).
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Figure 10. Moyenne de l’activité enzymatique des différentes peptidases

plasmatiques (ECA, CPN, DPPIV et APN) chez les femmes

souffrant d’AOO (oestrogène + et oestrogène -) et celles atteintes

d’AOH. (*p< 0,05)

ECA CPN
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Figure 11. Moyenne de l’activité enzymatique de l’APP plasmatique pour les

groupes AOO (oestrogène + et oestrogène -) et AOH.

La valeur moyenne de t½ de BK exogène incubée dans le plasma de

patientes AOH est significativement (p= 0,026) inférieure (60 ± 6 secondes) à celle

mesurée dans le plasma des patientes AOO, quelque soit le moment du prélèvement.
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Figure 12. Moyenne des t½ plasmatiques de la BK exogène ajoutée au

plasma de patientes ayant présenté des épisodes d’AO suite à la

prise de contraceptifs oraux et celles atteintes d’AOH. (*p< 0,05)
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Contrairement à la BK, la t½ de la des-Arg9-BK chez le groupe AOO

oestrogène + n’était pas statistiquement différente de celle mesurée dans le plasma de

patientes AOH (AOO oestrogène + vs AOH: 907 ± $1 vs 871 ± 106 secondes, p=

0,066) (figure 13). Toutefois, chez les patientes après sevrage du contraceptif, la t½

de la des-Arg9-BK plasmatique était significativement (p= 0,036) inférieure (654 ±

62 secondes) à celle mesurée chez les patientes AOH (871 ± 106 secondes) (figure

13).
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Figure 13. Moyenne des t½ plasmatiques de la des-Arg9-BK chez les

patientes atteintes d’AOO et d’AOH. (*p< 0,05)
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II Mesure des kinines urinaires chez les patients ayant développé

des crises d’angiooedème de nature idiopathique

1. Dosage de la BK et la des-Arg9-BK immunoréactives dans l’urine de

patients ayant développé des crises d’AO de nature idiopathique et dans l’urine

d’un groupe témoin.

La concentration moyenne de BK immunoréactive dosée dans t’urine de trois

patients angiooedèmateux (2,06 ± 1,34 nmol de BKJmmol de créatinine) n’est pas

statistiquement différente de celle (2,11 ± 0,13 nmol de BKImmol de créatinine,

p=O,926) mesurée dans le groupe témoin (n= 20) (figure 14).
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figure 14. Concentration de BK dans l’urine de patients ayant développé des

crises d’AO et dans l’urine du groupe témoin.

Les concentrations de des-Arg9-BK mesurées dans les mêmes échantillons ne

sont pas non plus statistiquement différentes (AO 0,37 ± 0,12 nmol/mmol de

créatinine ; témoin 0,50 ± 0,08 nmol/mmol de créatinine, p= 0,506) (figure 15).

AO Tém oi n
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Figure 15. Concentration de la des-Arg9-BK dans l’urine de patients ayant

développé des crises d’AO et dans l’urine du groupe témoin.

2. Caractérisation des kinines urinaires par chromatographie liquide à

haute performance.

L’immunogramme des kinines après passage sur un appareil de

chromatographie liquide à haute performance (HPLC) est représenté à la figure 16.

Une immunoréactivité de type BK a été détectée, non seulement pour la BK native

(temps de rétention : 24,1 minutes), mais également au temps de rétention

correspondant à la KD (29,8 minutes).

Une immunoréactivité des-Arg9-BK a également été détectée à 18,6 et 24,7

minutes, qui sont les temps de rétention de des-Arg9-BK et de des-Arg10-KD

respectivement.

AO
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III Étude de l’expression génique de certains constituants du

système kallicréines-kinines au niveau du tissu oropharyngé chez le

porc

1. Spécificité des amorces

Les analyses de courbes de fusion représentent une méthode rapide et efficace

pour vérifier la spécificité des produits de PCR. Elles sont illustrées à la figure 17

sous forme de première dérivée négative de la fluorescence vs la température de

fusion pour chaque gène d’intérêt (APN, DPPIV et KG) ainsi que pour le gène de

référence (GAPDH). Un contrôle négatif (-) est également représenté dans la figure.

On observe un seul pic propre à chaque amplicon correspondant bien au produit de

taille attendue vérifié par une migration sur gel d’agarose, tel qu’illustré à la figure

18.
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Figure 17. Courbes de fusion pour chacun des gènes d’intérêt étudiés.

En effet, la spécificité des produits de PCR a aussi été confirmée par

électrophorèse en gel d’agarose. Le poids moléculaire attendu pour l’amplicon

GAPDH est de 500 ph, tandis que pour l’APN, la DPPIV et la KG, leur produit de

PCR a un poids molécuLaire de 172, 162 et 150 ph, respectivement.

—GAPDH

—APN

DPPIV

— KKG

—Contrôle (-)

70 75 80 85 90 95

Température (°C)
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Figure 1$. Visualisation de chaque amplicon sur un gel d’agarose 2%.

2. Quantification relative de l’expression des différents gènes dans les

tissus : comparaison entre les quatre groupes de porcs

La figure 19 représente le logarithme des moyennes des ratios normalisés vs

te GAPDH pour les différents gènes étudiés (ratio des concentrations ARNm gène

d’intérêtJARNm GAPDH). Aucune différence significative ne fut obtenue pour

l’expression de l’APN au niveau du rein entre les 4 groupes (p= 0,254), ni pour la

DPPIV (p= 0,5 10), et pour ta KG (p= 0,966). Au niveau de la langue, on n’observe

pas non plus de différence significative dans l’expression de la DPPIV entre les

groupes (p= 0,349). Ainsi, l’expression de ces différents composants retrouvés dans

le rein et la langue n’a pas été modulée par un traitement aux iECAs. En ce qui a

trait à l’APN et la KG au niveau de la langue, leur expression n’a pas été détectée.
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DISCUSSION GÉNÉRALE

Il y a 130 ans, Milton décrivit pour la première fois les symptômes de l’AO.

Depuis, de nombreuses études ont tenté de comprendre la physiopathologie dc cette

affection rare mais potentiellement mortelle. Ces travaux ont conduit à

l’établissement d’une classification en la forme héréditaire (AOH) et acquise (AOA).

Jusqu’à maintenant, l’AOH constitue la forme la plus étudiée et des études

ont tenté de démontrer qu’un contrôle déficient du système kallicréines-kinines par

l’inhibiteur Cl est responsable de la production incontrôlée de BK (Davis, 2003).

L’AO associé à la prise d’iECA, une forme acquise d’AO, serait dû par contre à un

déficit du métabolisme des kinines puisque les travaux menés dans notre laboratoire

ont montré un déficit d’APP, responsable de l’accumulation de la des-Arg9-BK in

vitro, le métabolite actif de la BK, pendant l’activation du système de contact.

D’autres études plaident aussi pour un déterminisme de nature génétique pour

expliquer la nature de l’anomalie de l’APP chez cette forme d’AO (Adam et ai,

2002; Molinaro et aï, 2002b; Duan et aI, 2005). Quant à l’AO associé à la prise

d’oestrogènes (AOO), il a été jusqu’à ce jour peu étudié et mal compris même si

certaines études ont montré une augmentation de l’expression du facteur XII (Gordon

et al, 1980 et 1988; Jespersen et Kluft, 1985; Farsetti et al, 1995) et de la

prékallicréine (Fossum et aI, 1994) par les oestrogènes. Enfin, le ou les médiateurs de

ces réactions inflammatoires locales que constituent les différents types d’AO n’ont

pas été définitivement élucidés.

Dans ce mémoire de maîtrise, nous avons exploré trois groupes de facteurs

susceptibles d’apporter un éclaircissement supplémentaire à la physiopathologie de

l’AO. En premier lieu, nous avons documenté le métabolisme des kinines dans le

plasma de patientes ayant connu des épisodes d’AO associés à la prise de contraceptifs

oraux. Nous n’avons pas pu mettre en évidence une influence du contraceptif oral sur

l’activité des principales enzymes impliquées dans le métabolisme de la BK et de la

des-Arg9-BK, soit l’ECA, l’APP, la CPN, la DPPIV et l’APN. Toutefois, la t½ de

dégradation de la des-Arg9-BK était significativement plus courte chez les patientes

ayant cessé le médicament anovulatoire. Puisque aucune différence n’a pu être

mesurée pour les différentes peptidases, cette observation suggère un contrôle par les
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oestrogènes d’une activité peptidasique non explorée et non impliquée dans le

métabolisme de la BK. Ces résultats ouvrent des perspectives de recherche sur la

relation entre la nature du contraceptif oral et l’effet sur le métabolisme des kinines et

en particulier celui de la des-Arg9-BK. Nous n’avons pu aborder cet aspect puisque les

patientes explorées recevaient quinze types différents de contraceptif au moment de

l’épisode d’AO. Cette approche serait notamment intéressante pour documenter l’effet

des contraceptifs particulièrement riche en cyprotérone, composé anti-androgène,

comme la Diane 35. Lorsque nous avons comparé ces cas d’AOO à un groupe de

patientes souffrant d’AOH, nous avons montré que l’activité de la DPPIV était

légèrement plus faible chez les femmes ayant eu des épisodes d’AO associés à la prise

d’oestrogènes. De plus, une tY2 de dégradation de la BK significativement plus courte

dans le groupe AOH a également été mesurée. Si on compare les groupes AOH et

AOO après sevrage du contraceptif, la tY2 dc dégradation de la des-Arg9-BK était

significativement plus courte chez le second. Puisque la prise du médicament à base

d’oestrogène était interrompue, la tY2 de dégradation de la des-Arg9-BK est devenue

plus courte, les patientes n’étant plus sugettes à développer une crise d’AO, tandis que

chez le groupe sous contraceptif oral, la t½ mesurée était similaire à celle du groupe

AOH. Ceci apporte une démonstration additionnelle que les oestrogènes ont un effet

sur le métabolisme de la des-Arg9-BK chez les femmes ayant développé des crises

d’AO sous contraceptif oral. Le déclenchement d’épisodes d’AO semble être

intimement relié au métabolisme des ldnines, particulièrement de la des-Arg9-BK,

étant donné que la t½ mesurée était semblable entre les groupes AOO avec prise du

médicament anovulant et le groupe AOH, et redevenait plus courte après sevrage.

Dans leur ensemble ces observations n’apportent pas d’éléments nouveaux

dans la compréhension de la physiopathologie de l’AOO puisque le rôle exact des

oestrogènes dans le développement de cette réaction inflammatoire est encore

inconnu.

Les épisodes d’AO s’accompagnent d’une diurèse accrue, une fois passée la

phase aiguê. C’est la raison pour laquelle nous avons voulu explorer les kinines

urinaires chez un nombre limité de patientes. L’effet diurétique des kinines est en effet

bien connu. Nous avons donc documenté l’excrétion des kinines urinaires dans la

période qui suit la phase aigu de l’AO. Ni la concentration de BK ni celle de la des

Arg9-BK ne présentaient de différences avec les concentrations des kinines urinaires

mesurées chez un groupe témoin. Comme la méthode immunologique de dosage
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utilise des anticorps dirigés contre la partie COOH terminale des peptides, nous avons

documenté la partie NH2 terminale des peptides immunoréactifs séparés par méthode

HPLC afm de différencier la BK de la KD ainsi que la des-Arg9-BK de la des-Arg10-

KD. Dans ce cas, nous n’avons pas mis en évidence des différences qualitatives dans

les kinines éluées, bien que ce fftt quelque peu prévisible. En effet, l’AO est

caractérisé par une inflammation locale produisant une libération de ldnines. Comme

celles-ci possèdent un temps de t’/2 assez court, elles sont donc dégradées totalement

dans le plasma avant de se retrouver au niveau du rein. Ces résultats apparemment

négatifs présentent cependant un intérêt; en effet, les kinines urinaires originent du

tubule proximal, ainsi une absence de différences tant qualitative que quantitative

plaide contre une anomalie de la fonction urinaire pendant la crise d’AO.

En dernier lieu, nous avons étudié certains constituants du système kallicréines

ldnines au niveau de tissus, langue et rein, prélevés à partir d’un animal, soit le porc,

ayant reçu un iECA. Les constituants étudiés (l’APN, la DPPIV et la KG) sont

susceptibles de jouer un rôle dans la physiopathologie de la réaction inflammatoire

locale accompagnant l’AO. Ces travaux complètent d’autres réalisés précédemment

où nous avions montré une induction des récepteurs Bi par un traitement chronique au

moyen d’un iECA (Moreau et al, 2005b). Les résultats obtenus lors de notre étude

démontrent une expression de ces différentes itininases ainsi que de la KG dans le rein

et la langue du porc. Par contre, ni une administration d’iECA, chronique ou aigu, ni

de LP$ n’ont modifié l’expression de ces enzymes dans les tissus étudiés. L’absence

d’une modulation de l’expression de ces gènes dans nos conditions expérimentales

plaide donc contre un rôle important de ces enzymes dans la physiopathologie de l’AO

lié aux iECAs, du moins chez le porc.

En conclusion, notre travail de maîtrise a poussé plus loin la compréhension

du rôle des kinines dans la physiopathologie de différents types d’angiooedème. Nos

résultats ouvrent de nouvelles voies de recherche dans ce domaine en continuel

développement. L’absence de données probantes quant au métabolisme des kinines

plasmatiques et leur excrétion urinaire nous porte à penser que les kinines ne sont pas

les médiateurs définitifs de l’AO. Nous devons nous souvenir que l’angiooedème fut

d’abord décrit comme oedème angioneurotique où les neurokinines pourraient être les

vrais médiateurs pharmacologiques, les ldnines ne jouant qu’un rôle

d’intermédiaires.
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